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Résumé 
« Le sainfoin déhysdraté un modèle de nutricament dans la lutte contre les 
nématodes parasites des petits ruminants » 
 
Les nématodes gastro-intestinaux (NGIs) sont une contrainte majeure en élevage des 
ƌuŵiŶaŶtsà auà pątuƌage.à Laà ŵĠthodeà deà lutteà usuelleà està l͛utilisatioŶà deà tƌaiteŵeŶtsà
anthelminthiques (AH) de synthèse. Cependant, la diffusion croissante de résistances aux AHs 
dans les populations de NGIs chez les petits ruminants impose de rechercher des méthodes 
alteƌŶativesàdeàŵaitƌise.àL͛eǆploitatioŶàdeàplaŶtesàĐoŶteŶaŶtàdesàŵĠtaďolitesàseĐoŶdaiƌesàestàuŶeà
de ces options. Le sainfoin (Onobrychis viciifolia), une Légumineuse riche en tanins condensés 
;TCsͿ,à està uŶà ŵodğleà pouƌà eǆploƌeƌà leà ĐoŶĐeptà d͛aliĐaŵeŶtà =à fouƌƌageà assoĐiaŶtà valeuƌsà
nutritionnelles et propriétés sanitaires (propriétés anthelminthiques dans le cadre de cette thèse). 
Récemment, une filière deàpƌoduĐtioŶàdeàgƌaŶulĠsàdĠshǇdƌatĠsàdeàsaiŶfoiŶà;GDSͿàs͛estàĐoŶstƌuite.à 
 
L͛oďjeĐtifà gĠŶĠƌalà deà Đetteà thğseà aà ĠtĠà deà fouƌŶiƌà lesà iŶfoƌŵatioŶsà sĐieŶtifiƋuesà pouƌà
favoƌiseƌà l͛utilisatioŶà deà GDSà eŶà Ġlevageà deà petitsà ƌuŵiŶaŶts.à Ilà s͛està dĠĐliŶĠà eŶà ϯà aǆesà deà
recherche : 
Le premier axe visaità ăà valideƌà desà ŵĠthodesà siŵplesà deà dosageà desà taŶiŶsà età d͛aŶalǇseà deà
l͛aĐtivitĠàďiologiƋueàduà saiŶfoiŶ,àpouƌà ĐaƌaĐtĠƌiseƌà lesà ƌessouƌĐesàavaŶtàusage,àeŶà seà foŶdaŶtà suƌà
des mesures biochimiques (méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu) et de complexation aux 
pƌotĠiŶesà =à ŵĠthodeà deà diffusioŶà ƌadialeà età d͛aĐtivitĠà áHà =à ŵĠthodeà duà dĠgaiŶeŵeŶtà laƌvaiƌeà
iŵitaŶtà leàpƌoĐessusàd͛iŶfestatioŶà in vivo), ainsi que sur la possible utilisation de la spectroscopie 
en milieu infra-ƌougeàpƌoĐheà;SPI‘ͿàdaŶsàl͛aŶalǇseàƌapideàetàautoŵatisĠeàdeàlaàteŶeuƌàeŶàtaŶiŶ. 
Les corrélations entre les diverses mesures confirment que les tanins (TCs dans le sainfoin) sont 
ƌespoŶsaďlesà deà l͛aĐtivitĠà áHà etàŵetteŶtà eŶà avaŶt l͛iŶtĠƌġtà deà laà speĐtƌosĐopieà eŶàŵilieuà iŶfƌa-
rouge proche pour caractériser les différentes sources de sainfoin (GDS et fourrages). 
 
Le second axe visait à ŵieuǆàdĠfiŶiƌ,àsuƌàlaàďaseàd͛ĠtudesàeŶàĐoŶditioŶsàeǆpĠƌiŵeŶtalesàĐoŶtƌƀlĠes,à
les conditions optimalesàd͛utilisatioŶàdesàGDSàeŶàĠlevage.àUŶeàpƌeŵiğƌeàsĠƌieàd͛ĠtudesàaàĐheƌĐhĠàăà
explorer 1) les effets AHs en fonction de la concentration en TCs de la ration et de la durée de 
distƌiďutioŶ,à ĐoŶtƌeà diveƌsà stadesà ;Lϯ,à veƌsà adultesͿà d͛espğĐesà aďoŵasalesà ouà iŶtestinales et 2) 
l͛iŶtĠƌġtàd͛assoĐieƌàleàsaiŶfoiŶàaveĐàuŶàáHàdeàsǇŶthğse.à 
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LesàƌĠsultatsàŵoŶtƌeŶtàϭͿàƋu͛uŶàseuilàŵiŶiŵuŵàdeàTCsàdaŶsàlaàƌatioŶàdoitàġtƌeàatteiŶtà;eŶtƌeàϭ.ϱàetà
2% de la matière sèche totale ingérée) et une période minimum de 15 jours de distribution est 
nécessaire pour altérer la biologie des nématodes (notamment la fertilité des vers femelles de 
Trichostrongylus colubriformis età leàŶoŵďƌeàd͛Haemonchus contortusͿàetàϮͿàƋu͛uŶeàutilisatioŶàdu 
sainfoin dissoĐiĠeà d͛uŶà áHà deà sǇŶthğseà ;iveƌŵeĐtiŶeà par voie orale) est préférable en raison 
d͛iŶteƌaĐtioŶsàŶĠgatives. 
 
Le dernier axe aàvisĠàăàĐoŵpaƌeƌàlaàĐapaĐitĠàd͛oviŶsàouàdeàĐapƌiŶsàăàŵoduleƌàleuƌàĐoŵpoƌteŵeŶtà
alimentaire vis-à-vis de GDS en fonction de leur état parasitaire (capacité d'automédication). 
L͛oďjeĐtifàĠtaitàdeàvĠƌifieƌàlesàhǇpothğsesàsuivaŶtesà:àĐoŵpte-tenu de leur plus grande propension 
à consommer des tanins, les caprins consommeraient plus de sainfoin que les ovins ; les animaux 
fortement parasités exprimeraient une préférence pour le sainfoin, par rapport à une autre 
Légumineuse sans tanins, particulièrement les chèvres  en raison de leur moindre résistance 
envers les parasites, et que celle-ci augmenterait au cours du temps.  
Les résultats de cet essai ont montré, dans un test de cafétéria, 1) que les chèvres préféraient le 
sainfoin et 2) une augmentation de la consommation de sainfoin au cours du temps chez les 
agnelles parasitées, sans toutefois devenir supérieure à celle des animaux sains. En revanche, 
aucune différence entre les animauǆàŶ͛aàĠtĠà ƌeŵaƌƋuĠeàeŶàteƌŵeàdeàŵotivatioŶàpouƌàoďteŶiƌà leà
saiŶfoiŶà;loƌsƋu͛ilàĠtaitàdispoŶiďleàeŶàƋuaŶtitĠàliŵitĠeͿàdaŶsàuŶàtestàdeàĐoŶditioŶŶeŵeŶtàopĠƌaŶt. 
 
Cesà ƌĠsultatsà ŵoŶtƌeŶtà l͛iŶtĠƌġtà deà l͛utilisatioŶà deà gƌaŶulĠsà deà saiŶfoiŶà eŶà Ġlevage,à afiŶà deà
compléter les AHs de synthèse et tenter de limiter le développement des résistances à ces 
molécules chez les NGIs. 
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Abstract 
͞ Dehydrated sainfoin : a model of nutraceutical for the control of parasitic 
infections of small ruminants ͟ 
 
 
Gastrointestinal nematodes (GINs) represent a major threat for grazing ruminants. The 
usual mode of control of these parasites mainly relied on the use of synthetic anthelmintics (AHs). 
However, the repeated use of these molecules has led to resistance against all AH drugs in worm 
populations of small ruminants. Alternative solutions are needed. Among those, the use of plants 
that contain plant secondary metabolites, such as condensed tannins (CTs), has been studied for 
the last 20 years. These CT-containing resources, such as sainfoin (Onobrychis viciifolia) have AH 
properties and beneficial effects on health and also interesting nutritional values; hence they 
correspond to the definition of nutraceuticals. Recently, in France, an organization has developed 
to produce dehydrated pellets of sainfoin.  
 
The general aim of this thesis was to optimize the use of sainfoin pellets in farm conditions. 
 
Our first objective was to characterize the CT content and AH properties of sainfoin pellets. For 
industrial purposes, simple, low cost and repeatable methods to evaluate the CT content and the 
AH activity are requested in order to rapidly qualify the pellets. 
The CT content was evaluated by biochemical measurements of total phenols and tannins (Folin-
Ciocalteu). This was completed by the measure of the complexation of tannins with proteins 
(Radial Diffusion) and by development of prediction calibrations using near infra-red spectroscopy 
(NIRS). The AH evaluation was performed on samples before and after dehydration, using the 
Larval Exsheathment Inhibition Assay.  
Calculations of correlations between the different methods showed significant links between the 
quantity of CT and the AH activity, and the possible use of NIRS to measure the CT content and the 
AH activity of pellets and forages.  
 
 
The second objective aimed at defining the optimal conditions to use sainfoin pellets on farm, to 
improve the AH activity. 
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We aimed at analyzing, in experimental conditions, 1) how the combination of 2 factors, namely 
the CT concentration in feed and the length of distribution, influenced the AH efficacy of sainfoin 
pellets on intestinal and abomasal L3 larvae or adult worms; 2) whether or not the combined use 
of sainfoin with a chemical AH (oral ivermectine) was beneficial.  
Results showed that a minimum CT content in sainfoin and a minimum length of distribution of 15 
days are mandatory to alter the adult worm and L3 larvae biology of nematodes, particularly the 
Trichostrongylus colubriformis female fertility and the number of Haemonchus contortus worms. 
However, the combined use of AH (oral ivermectine) and sainfoin consumption should be avoided 
because of possible negative interactions. 
 
The last axis aimed at studying the behavior of sheep and goats in relation to sainfoin pellets and 
their ability to change the feeding behavior according to their parasitic status (self-medication 
ability). 
The objective was to verify the following hypotheses: due to their higher propensity to eat CTs, 
goats will eat more sainfoin than sheep; parasitized animals will prefer sainfoin, especially goats 
because of their lower resistance against parasites, and this preference will increase overtime.  
The results showed that two of our hypothesis were verified in a cafeteria study: 1) goats 
preferred sainfoin in comparison to alfalfa and 2) the sainfoin consumption increased overtime in 
infected sheep, without being higher than in non-parasitized ones. However, no differences 
between animals were observed in term of motivation to get sainfoin (when available in restricted 
quantity) in an operant-conditioning trial. 
 
All the results showed the interest to use sainfoin pellets in farms, as one alternative to AHs 
molecules in order to limit the development of resistances to these drugs in GIN populations.  
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Introduction 
La présence de nombreux parasites gastro-iŶtestiŶauǆàestàuŶeàŵeŶaĐeàpouƌà l͛Ġlevageàdesà
petitsà ƌuŵiŶaŶtsà ăà l͛heƌďe.à EŶà effet,à lesà pątuƌesà soŶtà souƌĐeà d͛iŶfestatioŶà Đaƌà lesà œufsàpuis les 
larves de stade L3 (= larves infestantes) des nématodes gastro-intestinaux y résident après avoir 
ĠtĠàdĠposĠsàloƌsàdeàl͛eǆĐƌĠtioŶàdeàfğĐesàpaƌàlesàaŶiŵauǆ iŶfestĠs.àUŶeàfoisàl͛heƌďeàďƌoutĠeàpaƌàlesà
ƌuŵiŶaŶts,àlesàŶĠŵatodesàiŶfesteŶtàdiffĠƌeŶtsàoƌgaŶes,àdoŶtàl͛aďoŵasuŵàetàl͛iŶtestiŶàgƌġle.àCetteà
infestation induit par la suite des ĐoŶsĠƋueŶĐesàphǇsiopathologiƋuesàtellesàƋu͛uŶeàaŶĠŵieàsĠvğƌe,à
uŶeà ďaisseà d͛appĠtità età uŶeà dĠŶutƌitioŶà desà aŶiŵauǆ pouvant mener à la mort de l'animal. Les 
élevages ovins et caprins subissent alors des pertes de production importantes, affectant la santé 
des animaux et la production.  
 
La méthode conventionnelle deàlutteàĐoŶtƌeàĐesàŶĠŵatodesàestàl͛utilisatioŶàdeàtƌaiteŵeŶtsà
aŶthelŵiŶthiƋuesàĐhiŵiƋues.àCesàpƌoduitsàdeàsǇŶthğseàsoŶtàaujouƌd͛huiàƌeŵisàeŶàĐause,àeŶàƌaisoŶà
des résistances qui sont apparues au sein des populations des nématodes gastro-intestinaux 
depuis uŶeàĐiŶƋuaŶtaiŶeàd͛aŶŶĠesà ;JaĐksoŶàetàal.,à  2012; Crook et al., 2016), mais également de 
par la constante demande des consommateurs pour des produits indemnes de résidus chimiques. 
Ainsi, il est nécessaire de trouver des solutions alternatives en accord avec les préoccupations 
environnementales et sociétales actuelles. 
 
Les plantes aux propriétés anthelminthiques, riches en métabolites secondaires, 
notamment en tanins condensés, mais également aux valeurs nutritionnelles intéressantes, 
peuvent être utilisées comme alicaments en élevage (effets combinés sur la santé et la nutrition) 
(Hoste et al., 2006). 
Le sainfoin est une Légumineuse riche en tanins condensés. Proposé en frais ou récolté 
puis séché sous forme de foin, sa durée de conservation reste limitée et nécessite une capacité 
iŵpoƌtaŶteàdeàstoĐkageàeŶàĠlevage.à‘ĠĐeŵŵeŶt,àuŶeàfiliğƌeàs͛estàdĠveloppĠeàpouƌàpƌoposeƌàdesà
granulés déshydratés de sainfoin, qui offrent 1/ la possibilité de cultiver le sainfoin dans les 
conditions agronomiques les plus favorables puis de le distribuer facilement en élevage ; 2/ une 
meilleure stabilité de ses caractéristiques nutritionnelles et anthelminthiques au cours du temps, 
que les fourrages par exemple ; 3/ la possibilité de caractériser et de standardiser les lots avant 
usage en élevage. 
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L͛oďjeĐtifà gĠŶĠƌalà deà Đetteà thğseà aà ĠtĠà d͛Ġvalueƌà l͛utilisatioŶà deà gƌaŶulĠsà deà saiŶfoiŶà eŶà
élevage, avec trois sous-objectifs (Figure 1) : (1) Caractériser les granulés et évaluer les facteurs de 
culture influant sur la quantité de tanins, (2) identifier les conditions optimales d'utilisation in vivo 
pour des effets anthelminthiques et zootechniques, et (3) évaluer leur ingestion par l'animal d'un 
point de vue comportemental. La thèse sera composée de 3 parties.  
 Une première partie bibliographique rappellera des généralités sur les nématodes gastro-
intestinaux et leurs méthodes de contrôle ainsi que sur les méthodes alternatives aux traitements 
anthelminthiques de synthèse. Des études réalisées in vitro ou in vivo avec des plantes riches en 
taŶiŶsàĐoŶdeŶsĠs,àƋueàĐeàsoitàsuƌàdesàaspeĐtsàaŶtipaƌasitaiƌesàouàsuƌàl͛ĠtudeàduàĐoŵpoƌteŵeŶtàdesà
animaux consommant ces plantes seront également présentées. 
Une seconde partie débutera par la pƌĠseŶtatioŶ,à sousà foƌŵeà d͛aƌtiĐlesà sĐieŶtifiƋuesà
préparés, des résultats acquis pendant la thèse sur les tests in vitro réalisés avec ces granulés, 
ŶotaŵŵeŶtà l͛utilisatioŶà deà ŵĠthodesà siŵplesà peƌŵettaŶtà d͛aŶalǇseƌà ƌapideŵeŶtà laà teŶeuƌà eŶà
tanins et les activités de fixation aux protéines et antiparasitaire des granulés. Cette partie 
présentera par la suite les études in vivo réalisées au cours de cette thèse, focalisées sur la 
dĠfiŶitioŶà desà ĐoŶditioŶsà pƌatiƋuesà d͛utilisatioŶà duà saiŶfoiŶà eŶà Ġlevage,à Ƌueà Đeà soit en termes 
d͛utilisatioŶàaveĐàuŶàaŶthelŵiŶthiƋueàdeàsǇŶthğse,àdeàƋuaŶtitĠàăàappoƌteƌàdaŶsàlaàƌatioŶ,àduàteŵpsà
de traitement et de la sélection du sainfoin par les animaux. 
 Enfin, une troisième partie permettra de discuter l'ensemble des résultats acquis en regard 
des connaissances bibliographiques, et de tirer quelques conclusions de ce travail.  
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Figure 1: Objectif général et objectifs spécifiques de la thèse 
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1. Les nématodes gastro-intestinaux des ruminants 
1.1 Généralités 
 
Les strongles sont des nématodes gastro-iŶtestiŶauǆà ;GIsͿà appaƌteŶaŶtà ăà l͛oƌdre des 
Strongylida,à ăà l͛oƌigiŶeàdeàpathologiesàappelĠesàstƌoŶgǇlosesàGIs,à souveŶtàduesàăà laàpƌĠseŶĐeàdeà
plusieurs nématodes au sein du tube digestif deàl͛hƀte.àLaàĐlasseàdesàŶĠŵatodesàĐoŵpoƌteàdeuǆà
super-familles (Trichostrongyloidea et Strongyloidea) et sept sous-familles (Euzéby, 1963; 
Urquhart et al., 1996; Jacquiet, 1997).   
SeloŶ,à l͛espğĐe,à ilsà paƌasiteŶtà l͛aďoŵasuŵà ;ĐailletteͿà ouà ďieŶà l͛iŶtestiŶà gƌġleà desà petitsà
ruminants, voire le caecum et le colon (Tableau 1). 
 
Tableau 1 : Les sous-familles des nématodes gastro-iŶtestiŶauǆàaveĐàeǆeŵplesàd͛espğĐes,àleuƌàhƀteàetàleuƌàloĐalisatioŶàĐhezàl͛hƀteà
(Chabertiinae = famille des Strongyloidea ; autres sous-familles = famille des Trichostrongyloidea) (Source : Euzéby, 1963) 
Sous-famille Eǆeŵples d’espğĐes Hôte Localisation  
Haemonchinae 
Haemonchus contortus  Caprins, Ovins 
Abomasum 
Haemonchus placei Bovins 
Ostertaginae 
Teladorsagia circumcinta Caprins, Ovins 
Abomasum 
Ostertagia ostertagi Bovins 
Trichostrongylinae 
Trichostrongylus axei  Bovins, Caprins, Ovins, 
Chevaux, Porcs 
Abomasum  
Trichostrongylus 
colubriformis 
Trichostrongylus vitrinus 
Bovins, Caprins, Ovins Intestin grêle 
Cooperiinae 
Cooperia curticei Caprins, Ovins 
Intestin grêle 
Cooperia punctata Bovins 
Nematodirinae 
Nematodirus battus Caprins, Ovins 
Intestin grêle Nematodirus helvetianus  Bovins 
Nematodirus spathiger Bovins, Caprins, Ovins 
Chabertiinae Chabertia ovina  Bovins, Caprins, Ovins  Colon  
Oesophagostominae 
Oesophagostomum 
columbianum  
Oesophagostomum 
venulosum 
Caprins, Ovins Caecum, Colon 
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On distingue les Trichostrongyloidea des Strongyloidea paƌà laà pƌĠseŶĐeà d͛uŶeà Đapsuleà
buccale réduite chez les Trichostrongyloidea et développée chez les Strongyloidea (Euzéby, 1963). 
Trichostrongylus colubriformis et T. axei ainsi que Teladorsagia circumcinta sont des 
espèces fréquentes des petits ruminants en climat tempéré (Chartier et Reche, 1992).  
Les espèces de la famille des Haemonchinae se retrouvent principalement dans des zones 
tropicales et sub-tropicales (Yadav et Tandon, 1989). Cependant on retrouve très fréquemment 
Haemonchus contortus dans les zones tempérées (Besier et al., 2016a). 
 
Ces nématodes ont une morphologie de petite taille (4 à 35 mm selon les espèces). Les 
mâles sont plus petits que les femelles et leur bourse caudale est développée, contrairement aux 
femelles qui présentent une queue effilée (Urquhart et al., 1996). 
1.2 Cycle de développement  
 
 
Figure 2 : Cycle biologique des nématodes gastro-intestinaux avec les deux phases, endogène et exogène 
 
 
Leà ĐǇĐleà ďiologiƋueà deà Đesà veƌsà està assezà seŵďlaďleà d͛uŶeà espğĐeà ăà l͛autƌe.à Ceà ĐǇĐleà està
monoxène (le ruminant est l’uŶiƋue hôte hébergeant les vers adultes). Le cycle comporte deux 
phases : une phase libre (ou exogène) dans leàŵilieuàeǆtĠƌieuƌà;oùàl͛œufàpasseàauàstadeàlaƌveàL3) 
et une phase parasitaire (ou endogène) chez l͛hƀteà;passageàduàstadeàdeàlaƌveàLϯàauàstadeàadulteà
puisàpoŶteàdesàœufsͿà;UƌƋuhaƌtàetàal.,àϭϵϵϲͿà;Figuƌeà2).   
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La parcelle est contaminée lorsque lesà œufsà soŶtà ƌĠpaŶdusà suƌà laà pątuƌe via les fèces 
d'animaux infestés.  
1.2.1 Phase exogène 
 
 
Cette phase est iŶitiĠeà loƌsà deà l͛eǆĐƌĠtioŶà deà fğĐes par les animaux, dans lesquels sont 
pƌĠseŶtsàlesàœufsàƋueàlesàveƌsàfeŵellesàont pondus. L’ĠĐlosioŶ des œufs (donnant les larves L1s) 
et les mues L1sL2s puis L2sLϯs s’effeĐtueŶt daŶs le ŵilieu eǆtĠrieur.à L͛huŵiditĠà età
l͛oǆǇgĠŶatioŶà soŶtà desà iŶduĐteuƌsàdeà l͛ĠvolutioŶà aloƌsà Ƌueà les températures chaudes ou froides 
réguleŶtàlaàvitesseàdeàdĠveloppeŵeŶt.àáà l͛iŶveƌse, la sécheresse et le gel (facteurs limitants pour 
lesàstadesàliďƌesͿàliŵiteŶtàl͛ĠvolutioŶà;EuzĠďǇ,àϭϵϲϯ;àUƌƋuhaƌtàetàal.,àϭϵϵϲ;àO͛CoŶŶoƌàetàal.,àϮϬϬϲͿ.à
Cette phase libre aà lieuàaveĐàuŶeà teŵpĠƌatuƌeàŵiŶiŵaleàdeàϭϬ°CàetàuŶà tauǆàd͛huŵiditĠàoptiŵalà
autour de 60 %. SeloŶàl͛espğĐe,à lesàĐoŶditioŶsàĐliŵatiƋuesàetà l͛eŶviƌoŶŶeŵeŶt,à la durée de survie 
est variable. En zone tempérée, les larves peuvent vivre plusieurs mois sur les pâtures si les 
conditions environnementales sont optimales aloƌsàƋu͛ellesàviveŶt seulement quelques semaines 
sur les pâtures en zones tropicales ;O͛CoŶŶoƌàetàal.,àϮϬϬϲͿ.àà 
 
Sur le pâturage, les larves L3s sont encore pourvues de leur gaine (ou exuvie), vestige de la 
cuticule des larves de stade L2, et sont donc résistantes aux conditions environnementales, mais 
aussi aux agents chimiques et biologiques ;O͛CoŶŶoƌàetàal.,àϮϬϬϲͿ.àà 
 
Leur facilité de déplacement (horizontal ou vertical) va les aider à être très présentes sur 
une grande majorité de la surface de la prairie. Cependant, cette mobilité va rapidement les 
fatiguer par épuisement des réserves énergétiques car ces larves L3 Ŷ͛ont pas la possibilité de se 
Ŷouƌƌiƌà;O͛CoŶŶoƌàetàal.,àϮϬϬϲͿ.à 
 
1.2.2 Phase endogène 
 
 
La ĐoŶtaŵiŶatioŶ des ruŵiŶaŶts se fait par l’iŶgestioŶ des larves de stade Lϯ prĠsentes 
sur la prairie.àCesàlaƌvesàvoŶt,àauàĐouƌsàd͛uŶàpƌoĐessusàinitial appelé dégainement, se débarrasser 
deà leuƌàgaiŶe,àdaŶsà lesàŵuƋueusesàdeà l͛oƌgaŶeàdigestifàaŶtĠƌieuƌàăàĐeluiàoùà lesàveƌsàadultesàvoŶtà
résider (Hertzberg et al., 2002). Une fois ingérées par les animaux, les larves vont se libérer de leur 
gaiŶeà;FiguƌeàϯͿ,àpƌoĐessusàd͛uŶeàduƌĠeàd͛eŶviƌoŶàuŶe heure (Hertzberg et al., 2002). 
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Pour les espèces abomasales comme H. contortus, cette étape se déroule dans le rumen, et pour 
les espèces intestinales telles T. colubriformis, elle se déroule daŶsà l͛aďoŵasuŵà ;‘ogeƌsà età
Sommerville, 1963). 
Le processus de dégainement dépend de divers paramètres physiques et biologiques tels que les 
variations de température ou de pH au sein du tube digestif (environnement neutre pour H. 
contortus et acide pour T. colubriformis), ou encore la pression en CO2 (Rogers et Sommerville, 
1963; 1968). Ces stimuli vont directement influer sur la sĠĐƌĠtioŶà d͛eŶzǇŵesà Ƌuià iŶitient le 
processus de dégainement (Mallet et Lesage, 1987), ăàsavoiƌàϭͿàlaàfoƌŵatioŶàd͛uŶàaŶŶeauàiŶdeŶtĠà
sur la partie antérieure de la gaine, 2) la digestion et donc la séparation de cet anneau du reste de 
la gaine et enfin 3) la libération de la L3 (Rogers et Sommerville, 1963).  
 
 
 
Figure 3 : LesàtƌoisàĠtapesàduàdĠgaiŶeŵeŶtàd͛uŶeàlaƌveàLϯ : ϭͿàfoƌŵatioŶàd͛uŶàaŶŶeauàiŶdeŶtĠ ; 2) digestion et 
séparation de la partie antérieure de la gaine ; 3) libération de la L3 
 
 
Les L3s vont ensuite muer en stade L4, L5 (stade pré-adulte) puis adulte (acquisition de la 
maturité sexuelle) (Euzéby, 1963). Le temps de développement des L3s en vers adultes varie selon 
l͛hƀteàou l͛espèce de nématode (durée moyenne de 3 semaines mais peut être de 4 semaines chez 
des espèces du genre Oesophagostomum) (Jacquiet, 1997). En cas de canicule (exemple en 
Afrique, Jacquiet et al., 1996) ou de froid intense, les mues en L4s vont être retardées dues à une 
hypobiose larvaire et la période pré-pateŶteà ;pĠƌiodeà eŶtƌeà l͛iŶgestioŶà desà Lϯsà età laà pƌeŵiğƌeà
poŶteàd͛œufsͿàpourra alors passer à une durée de trois ou quatre mois (Euzéby, 1963).    
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1.3 Epidémiologie des strongyloses gastro-intestinales 
1.3.1 Source 
 
 Les infestations des ruminants par les nématodes GIs dépendent de la façon dont sont 
conduits les animaux au pâturage. En effet, la phase de vie libre des strongles ne peut se dérouler 
Ƌue sur la prairie et les ruŵiŶaŶts s’iŶfesteŶt par la prĠseŶĐe des Lϯs sur l’herďe, d͛où la notion 
d͛iŶfestivitĠà deà laà paƌĐelle. La quantité de L3s qui y est présente dépend du nombre d͛œufsà
déposés, de leur vitesse de développement et de la survie des L3s (Torres-Acosta et Hoste, 2008).  
 L͛iŶfestatioŶàaàlieuàpaƌàĐoŶtaĐtàeŶtƌeàl'hƀteàetàlesàLϯs.àL͛iŶteŶsitĠàdeàl͛iŶfestatioŶàdĠpeŶdàdeà
la biologie des vers, du comportement des L3s mais également de celui des hôtes. 
 
ϭ.ϯ.Ϯ FaĐteurs de variatioŶ de l’iŶfestatioŶ liĠs auǆ stroŶgles 
   
 Niveauàd͛eǆĐƌĠtioŶàd͛œufsà;pƌolifiĐitĠàpaƌasitaiƌeͿ 
Toutesà lesà espğĐesà deà tƌiĐhostƌoŶglesà digestifsà Ŷ͛aǇaŶtà pasà laà ŵġŵeà pƌolifiĐitĠà ;Chaƌtieƌà età al.,à
2000), la densité en larves des prairies ne sera pas ideŶtiƋue seloŶ l’espğĐe de ŶĠŵatode 
parasite présente. Les femelles de T. colubriformis poŶdeŶtàpaƌàeǆeŵpleàdesàĐeŶtaiŶesàd͛œufsàpaƌà
feŵelleàetàpaƌàjouƌàaloƌsàƋueàlesàfeŵellesàd͛H.contortus peuvent en pondre 5 000 à 10 000. 
 
 Mobilité des L3s 
Les Lϯs se dĠplaĐeŶt sur l’herďe suivaŶt uŶ phototropisŵe ŶĠgatif et uŶ hǇgrotropisŵe positif 
(Rogers et Sommerville, 1963; Wang et al., 2014). Les moments qui favorisent le plus les 
infestations sont donc l’auďe et le ĐrĠpusĐule,à loƌsƋueà l͛eŶsoleilleŵeŶtàestà ƌĠduità età lesàpƌaiƌiesà
ƌeŶduesàhuŵidesàpaƌàlaàƌosĠeàsuƌàl͛heƌďeà;SŵithàetàSheƌŵaŶ,àϮϬϬϵͿ. 
 
ϭ.ϯ.ϯ FaĐteurs de variatioŶ de l’iŶfestatioŶ liĠs à l’hôte 
 
 CoŵpoƌteŵeŶtàaliŵeŶtaiƌeàdeàl͛hƀteààà 
Deux principaux modes de comportements ont été décrits chez les deux espèces de petits 
ƌuŵiŶaŶts,à illustƌaŶtà l͛iŵpoƌtaŶĐeàduàĐoŵpoƌteŵeŶtàaliŵeŶtaiƌeàdaŶsà lesàdiffĠƌeŶĐesàd͛iŶgestioŶà
de L3s de nématodes GIs et donc de niveauǆà d͛iŶfestatioŶ. Les caprins ont un comportement 
plutôt cueilleur,à ilsà voŶtà ĐoŶsoŵŵeƌà d͛avaŶtageà d͛aƌďustesà ouà deà ďuissoŶsà Ƌueà lesà ovins au 
comportement brouteur (Hofmann, 1989), évitant ainsi la consommation d͛heƌďeàetàƌĠduisaŶtàleà
contact avec les L3s (Vercruysse, 1983; Hoste et Chartier, 1998; Hoste et al., 2001; 2010). 
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Les ruminants « cueilleurs » seraient plus aptes à consommer des plantes à tanins grâce à des 
adaptations physiologiques, alors que les brouteurs auraient dévelopé des adaptations 
ĐoŵpoƌteŵeŶtalesàĐoŵŵeàl͛ĠviteŵŵeŶtàdeàĐesàŵġŵesàplaŶtesà;MĐàáƌthuƌàetàal., 1991; Provenza 
etàal.,àϮϬϬϯͿ.àDeàplus,àdesàĠtudesàsuggğƌeŶtàƋueàlesàaŶiŵauǆàpaƌasitĠsàĠviteŶtàd͛avaŶtageàlesàzoŶesà
riches en matières fécales, ce qui contribue à réduire les infestations (Hutchings et al., 2003). 
 
 ‘ĠpoŶsesàdeàl͛hƀteà:àƌĠsilieŶĐeàetàƌĠsistance 
La résilience est l'aptitude de l’hôte à supporter les effets pathologiƋues des iŶfestatioŶs par les 
NGIs et à maintenir un état clinique et un bon niveau de production en dépit de la présence des 
parasites (Van Houtert et Sykes, 1996; Baker et al., 1998; Hoste et al., 2006). Les mécanismes 
sous-jacents expliquant la résilience restent très peu explorés. 
 
La résistance est l'aptitude de l’hôte à ŵettre eŶ plaĐe et ŵaiŶteŶir des rĠpoŶses iŵŵuŶitaires 
modifiant la biologie des vers, comme par exemple une installation des L3s limitée, une 
diŵiŶutioŶà deà laà ƌepƌoduĐtioŶà età duà dĠveloppeŵeŶtà desà NGIs,à ouà l͛ĠliŵiŶatioŶà deà populatioŶsà
établies (Douch et al., 1996; Hoste et al., 2006).  
 
 
 MécaŶisŵes de l’iŵŵuŶité face aux NGIs 
 
Deux types de réponses immunitaires (innée ou acquise) ont été évoqués pour expliquer la 
ƌĠsistaŶĐeàdeàl͛hƀteàauǆàiŶfestatioŶsàpaƌàlesàNGIsà;áŶdƌoŶiĐosàetàal.,àϮϬϭϬͿ.à 
La rĠpoŶse iŶŶĠe ĐorrespoŶd à l’aptitude de l’hôte à rĠguler les populatioŶs de vers par des 
mécanismes non-spécifiques tels que des particularités physiologiques (mouvements 
péristaltiques, pH gastrique, sécrétion de mucus) et une grande réactivité inflammatoire 
(phagocytose, sécrétion de cytokines) (Lacroux, 2006; Guedes et al., 2010). La réponse acquise fait 
suite à des infestations préalables et serait associée au rôle des lymphocytes T produisant des 
interleukines (Karanu et al., 1997) et des lymphocytes B (Pérez età al.,à ϮϬϬϴͿ,à aiŶsià Ƌu͛uŶeà
pƌoduĐtioŶàaĐĐƌueàd͛aŶtiĐoƌpsàIgGϭ,àIgáàetàIgEà;LaĐƌouǆ,àϮϬϬϲͿ.àCepeŶdaŶt,àles mécanismes précis 
de la mise en place de ces réponses ne sont pas totalement connus. 
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 Facteurs de variatioŶ de la résistaŶce de l’hôte 
 
 Âge 
De manière générale, les jeunes animaux sont les plus sensibles et réceptifs aux infestations, ce 
qui peut s'expliquer par une immunité acquise non développée (Urquhart et al., 1996; Hoste et al., 
ϭϵϵϵ;àChaƌtieƌàetàal.,àϮϬϬϬ;àTaƌiƋàetàal.,àϮϬϬϴͿ.àNĠaŶŵoiŶs,àleàfaĐteuƌà͚Âge͛àseƌaitàplusàdisĐƌiŵiŶaŶtà
chez les ovins et les bovins que chez les caprins (Urquhart et al., 1996).  
 
 
 Espèce animale 
Laà ƌĠĐeptivitĠà desà aŶiŵauǆà auǆà ŶĠŵatodesà GIsà dĠpeŶdà deà l͛espğĐeà hƀte.à áiŶsi,à ăà laà suiteà
d͛iŶfestatioŶsàƌĠpĠtĠesàpaƌàdesàtƌiĐhostƌoŶglesàGIs,àla réponse immunitaire est moins développée 
chez les caprins que chez les ovins et les bovins (Hoste et al., 1999; Smith et Sherman, 2009). 
 
 Facteurs génétiques (race) 
Des différences inter-races et inter-lignées (intra-races) de résistance aux nématodes GIs ont été 
décrites chez les ovins (exemples des races tropicales Barbados Blackbelly et St. Croix qui sont plus 
ƌĠsistaŶtesàauǆàNGIsàƋueàd͛autƌesàƌaĐesàiŵpoƌtĠesͿà;BishopàetàMoƌƌis,àϮϬϬϳ;àShakǇaàetàal.,àϮϬϭϭͿàetà
à moindre degré chez les caprins (la race Small East African a été décrite  comme plus résistante 
que la race Galla) (Vagenas et al., 2002; Bricarello et al., 2005; Bishop et Morris, 2007).  
 
 Statut physiologique (gestation) 
Chezà lesà aŶiŵauǆàeŶàgestatioŶ,àdesà augŵeŶtatioŶsàd͛eǆĐƌĠtioŶà fĠĐaleàd͛œufsàdeàŶĠŵatodesàoŶtà
été observées autour de la période de mise bas (en fin de gestation et début de lactation). Ce 
phĠŶoŵğŶeà està appelĠà leà ͚peƌipaƌtuƌieŶtà ƌise͛.à Ilà aà ĠtĠà suggĠƌĠà Ƌueà desà peƌtuƌďatioŶsà
endocriniennes, liées à la gestation, expliqueraient ce phénomène (Rahman et Collins, 1992; Hoste 
et al., 1999; Kidane et al., 2010). Alternativement,àĐesàaugŵeŶtatioŶsàd͛eǆĐƌĠtioŶàd͛œufsàseƌaieŶt 
associées à un affaiblissement du système immunitaire des animaux, lié à une augmentation des 
besoins nutritionnels, notamment en protéines, provoqués par la fin de gestation et le début de 
lactation, et l’iŶsuffisaŶĐe d’iŶgestioŶ pour Đouvrir Đes ďesoiŶs (Perri et al., 2011; Houdijk, 2012).  
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 Effet de la parité (primipare vs. multipare) 
CeƌtaiŶesà Ġtudesà oŶtà ŵoŶtƌĠà desà Ŷiveauǆà d͛eǆĐƌĠtioŶà d͛œufsà paƌà gƌaŵŵeà deà fĠĐğsà ;OPGͿà
divergents en fonction de la parité (les primipares étant les plus infestées) chez les ovins (Haile et 
al.,àϮϬϬϳͿàetà lesàĐapƌiŶsà ;Hosteàetàal.,àϭϵϵϵͿ,àaloƌsàƋueàd͛autƌesàŶ͛oŶtàpasàoďseƌvĠàdeàdiffĠƌeŶĐesà
d͛OPGàeŶtƌeàlesàpƌiŵipaƌesàetàlesàŵultipaƌesà;Etteƌàetàal.,àϮϬϬϬͿ.àCetàeffet de la parité serait en fait 
à relier à l’âge des aŶiŵauǆ et au premier contact avec les nématodes car en élevage ovin ou 
caprin laitiers, les femelles ne sortent pas ou peu avant les premières mise-bas et sont donc peu 
en contact avec les L3s. 
 
 Niveau de production 
Une réceptivité élevée au parasitisme GI et des conséquences pathologiques plus sévères ont 
été rapportées chez les ruminants laitiers présentant les meilleurs niveaux de production 
(Chartier et Hoste, 1994; Hoste et al., 1999; Etter et al., 2000; Veneziano et al., 2007). Chez les 
aŶiŵauǆàlesàplusàpeƌfoƌŵaŶts,àĐesàŶiveauǆàd͛iŶfestatioŶàplusàĠlevĠsàpouƌƌaieŶtàs͛eǆpliƋueƌàpaƌàuŶeà
plus forte ĐoŶsoŵŵatioŶ d’herďe au pâturage, et doŶĐ d’iŶgestioŶ de L3s si la prairie est 
contaminée. Néanmoins, comme pour le phénomèŶeà deà ͚peƌipaƌtuƌieŶtà ƌise͛,à l͛hǇpothğseà deà
déséquilibres alimentaires exacerbés, liée à des besoins nutritionnels plus élevés, a également 
été envisagée et en partie démontrée par des études sur des complémentations de la ration 
(Kidane et al., 2010; Falzon et al., 2013). 
 
 
1.4 Conséquences des strongyloses gastro-intestinales chez 
les ruminants 
 
Chez les petits ruminants, les strongyloses digestives évoluent généralement sous forme 
chronique entrainant en premier lieu 1/ des baisses de production (Holmes, 1993; Coop et 
Holŵes,àϭϵϵϲ;àHosteàetàal.,àϭϵϵϳͿ,àϮ/àl͛appaƌitioŶàdeàsigŶesàĐliŶiƋuesà;UƌƋuhaƌtàetàal.,àϭϵϵϲͿàetàϯ/à
pouvaŶtàĐoŶduiƌeàjusƋu͛ăàlaàŵoƌtàdeàl͛aŶiŵal. 
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1.4.1 Pertes de production 
 
En terme économique, chez les ruminants, les strongyloses GIs sont reconnues 
ŵoŶdialeŵeŶt,àĐoŵŵeàuŶeàdesàpathologiesàŵajeuƌesàeŶàƌaisoŶàdesàpeƌtesàdeàpƌoduĐtioŶàƋu͛ellesà
entrainent. En élevage, la présence des vers influence à la fois la quantité et la qualité des 
productions (Charlier et al., 2014). De multiples études ont montré que le parasitisme GI est 
responsable de retards de croissance des jeunes animaux (Urquhart et al., 1996), que ce soit chez 
les agneaux (Kyriazakis et al., 1996), ou les chevreaux (Torres-Acosta, 1999). Ce retard de 
croissance se traduit par des rĠduĐtioŶs de poids de ĐarĐasse à l’aďattage. Par ailleurs, des 
modifications de la qualité des carcasses ou de la viande (réduction du taux de gras des carcasses 
ou ƌĠteŶtioŶàd͛eauͿàoŶtàĠtĠàdĠĐƌitesàăàlaàsuiteàd͛iŶfestatioŶsàpaƌàlesàŶĠŵatodesàGIsà;SǇkes et Coop, 
1976; 1977). Chez les femelles laitières, les infestations par les trichostrongles digestifs ont été 
régulièrement associées à des baisses de production de lait (Chartier et Hoste, 1994; Veneziano et 
al., 2007) et, de manière plus rare, à des modifications de la composition du lait (diminution du 
taux de matière grasse par exemple) (Hoste et Chartier, 1993; Chartier et Hoste, 1994), observées 
chez les plus fortes productrices. Enfin, de multiples exemples en Australie et en Nouvelle-Zélande 
ont illustré des baisses de production et des altérations de la quantité et de qualité de la laine, 
duesàăàuŶeàdiŵiŶutioŶàdeàlaàƋuaŶtitĠàd͛aĐidesàaŵiŶĠàsoufƌĠsà;KŶoǆàetàal.,àϮϬϬϲͿ. 
 
Les baisses de production et les symptômes observés chez les animaux parasités 
s͛eǆpliƋueŶtà paƌà desà peƌtuƌďatioŶsà deà laà phǇsiologieà digestive.à Lesà pƌiŶĐipauǆà pƌoĐessusà
phǇsiopathologiƋuesà iŵpliƋuĠsà oŶtà ĠtĠà laƌgeŵeŶtà dĠĐƌits.à áà l͛iŶveƌse,à lesà ŵĠĐaŶisŵesà
pathogéniques à la base de ces perturbations restent mal identifiés. 
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1.4.2 Signes cliniques 
 
 D͛aďoƌd,àdesàsǇŵptƀŵesàgĠŶĠƌauǆàappaƌaisseŶtàtelles une ďaisse d’appĠtit entraînant un 
amaigrissement progressif, une asthénie ou des signes de malnutrition (Urquhart et al., 1996). 
Des signes de gastroentérites accompagnées de diarrhées aiguës sont également fréquents 
(Williams et al., 2010). Des symptômes plus spécifiques peuvent aussi être constatés comme une 
anémie et des œdğŵes sous ŵaǆillaires daŶsà leà Đasà d͛iŶfestatioŶà paƌà desà ŶĠŵatodesà
hématophages, comme H. contortus (Urquhart et al., 1ϵϵϲ;àJaĐƋuiet,àϭϵϵϳͿ.àIlàaàĠtĠàestiŵĠàƋu͛uŶà
mouton parasité par 5000 H. contortus peƌdaità l͛ĠƋuivaleŶtà deà ϮϱϬà ŵlà deà saŶgà paƌà jouƌ,à dûà ăà
l͛aďsoƌptioŶàdeàsaŶgàpaƌàĐeàpaƌasiteà;UƌƋuhaƌtàetàal.,àϭϵϵϲͿà;FiguƌeàϰͿ. 
 
Figure 4 : Signes cliŶiƋuesàdeàl͛iŶfestatioŶàpaƌàlesàNGIsà;ăàgauĐheàœilàaŶĠŵiĠà– à droite diarrhée)  
 
 Ces symptômes, ainsi que les baisses de production, ont pour origine différents processus 
physiopathologiques. 
 
 DiŵiŶutioŶàdeàl͛iŶgestioŶ 
Les infestations par les nématodes GIsàs͛aĐĐoŵpagŶeŶtàgĠŶĠƌaleŵeŶtàd͛uŶeàďaisseàd͛appĠtit.àDaŶsà
leà Đasà d͛iŶfestatioŶà ŵassive,à Đetteà peƌteà d͛appĠtità peutà alleƌà jusƋu͛ăà uŶeà aŶoƌeǆieà Ƌuasià totaleà
(Urquhart et al., 1996; Knox et al., 2006). 
 
 Mal-digestion et mal-absorption 
Les NGIs présents dans les différents organes digestifs provoquent d’iŵportaŶtes lĠsioŶs des 
divers épithéliums et des muqueuses (Knox et al., 2006 ; Williams et al., 2010). Mécaniquement, 
ces lésions sont dues en partie à la fixation ou à la pénétration des nématodes dans les 
muqueuses (Hoste et al., 1997). 
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DaŶsàl͛aďoŵasuŵ,àlaàpƌĠseŶĐeàdesàveƌsàestàassoĐiĠeàăàdesàmodifications des glandes gastriques et 
à une réduction de la densité de cellules différenciées, en particulier les cellules à HCl. 
 
DaŶsà l͛iŶtestiŶ,à uŶeà abrasion des villosités et une altération sévère des entérocytes sont les 
principales lésions décrites (Hoste et al., 1997). Le parasitisme GI induit également une 
augmentation du pH gastrique, rendant la transformation du pepsinogène en pepsine moins 
efficace, et altĠƌaŶtà l͛aĐtivitĠàeŶzǇŵatiƋueà iŶtestiŶale.àDeàplus,àuŶeàaltĠƌatioŶàdeà laàperméabilité 
des épithéliums est souvent observée (Hoste et al., 1997). Enfin, des perturbations du 
péristaltisme réduisant le temps de contact du chyme avec les muqueuses ont aussi été signalées 
(Hoste et al., 1997).  
 
 Altérations des métabolismes 
 
LesàeffetsàduàpaƌasitisŵeàGIàsuƌàl͛appĠtitàetà laàdigestioŶàsoŶtàaŵplifiĠsàpaƌàuŶeà réorientation des 
métabolismes (Hoste et al., 1997). En parallèle, la présence des vers augmente les besoins 
ŶutƌitioŶŶelsà deà l͛hƀteà pouƌà ŵaiŶteŶiƌà l͛hoŵĠostasieà saŶguiŶeà età l͛iŶtĠgƌitĠà desà ĠpithĠliuŵsà
digestifs et développer une réponse immunitaire (Coop et Kyriazakis, 2001; Kyriazakis et Houdijk, 
2006). Il en résulte une réquisition des nutriments, en particulier protéiques (Hoste et al., 2005), 
vers les sites endommagés par les vers (muqueuses) au détriment des sites habituels de synthèse 
(mamelle, follicule pileux, muscle), ou afin de synthétiser des globules rouges, ce qui accroît les 
pertes de production.  
 
TousàĐesàsǇŵptƀŵesàpeuveŶtàĠvolueƌàjusƋu͛ăàeŶtƌaîŶeƌàlaàŵoƌtàdesàaŶiŵauǆ. 
 
 
 
 
 
Les nématodes gastro-intestinaux sont assoĐiĠsà ăà l͛eǆploitatioŶà duà pątuƌageà paƌtoutà
dans le monde. 
 
Ils entrainent des baisses de production et sont responsables de divers signes cliniques 
(anémie, troubles digestifs), voire ils peuvent provoquer la mort des moutons ou des 
chèvres. 
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2. Les moyens de lutte contre les nématodes gastro-
intestinaux : les anthelminthiques de synthèse. 
 
 
 
JusƋu͛ăà pƌĠseŶt,à leà paƌasitisŵeàpaƌà lesàNGIsà a été géré de manière quasi exclusive par des 
anthelminthiques chimiques ou de synthèse, apparus depuis la fin des années 1950 avec la 
phénothiazine (Waller, 2006). Ces AHs peuvent être administrés selon deux buts : 1/ Stratégique 
(ou préventif), mis en place selon les connaissances deàl͛Ġleveuƌ,àloƌsƋueàlesàaŶiŵauǆàƌeŶtƌeŶtàouà
soƌteŶtà auà pątuƌageà afiŶà d͛assaiŶiƌà lesà aŶiŵauǆà età ƌĠduiƌeà laà ĐoŶtaŵiŶatioŶà desà
parcelles (Leathwick et Besier, 2014); 2/ Curatif,àafiŶàd͛ĠliŵiŶeƌà lesàŶĠŵatodes présents chez les 
animaux pendant la saison du pâturage.  
 
Ϯ.ϭ Les faŵilles d’aŶthelŵiŶthiƋues de sǇŶthğse 
 
 
OŶà ƌetƌouveà plusieuƌsà faŵillesà d͛áHs,à diffĠƌaŶtà seloŶà leuƌà ŵodeà d͛aĐtioŶ.à Ellesà soŶtà
distinguées selon leur spectre d͛effiĐaĐitĠ.à Chezà lesà ƌuŵiŶaŶts,à Ƌuatƌeà faŵilles dites « à large 
spectre » (efficaces sur plusieurs nématodes gastro-intestinaux et certains nématodes 
respiratoires) sont communément utilisées : les benzimidazoles et pro-benzimidazoles ; les 
imidazothiazoles et les lactones macrocycliques (avermectines et milbemycines). Les dérivés 
d’aŵiŶo-acétonitrile ont été développés en 2008. Par ailleurs, il existe des familles à spectre 
étroit (exemple les salicylanilides) dont les cibles sont des nématodes hématophages (ex H. 
contortus) ŵaisà ellesà soŶtà peuà utilisĠes.à áujouƌd͛huià ĐeƌtaiŶsà pƌoduits sont commercialisés par 
assoĐiatioŶàdeàplusieuƌsàŵolĠĐulesàdaŶsàleàďutàd͛ġtƌeàeffiĐaĐesàĐoŶtƌeàlesàŶĠŵatodesàƌĠsistaŶtsàetà
pour réduire le taux de sélection de populations résistantes (exemple derquantel-abamectine) 
(Little et al., 2010; Besier et al., 2016b). 
 
 
2.1.1 Les benzimidazoles et pro-benzimidazoles  
 
La plupart des molécules de cette famille sont efficaces contre les strongles GIs et 
respiratoires (Gordon, 1961). La structure chimique de base est la même pour toute la famille et 
les molécules se différencient ensuite par la présence de différents groupements. 
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Les molécules de cette famille sont administrées par voie orale (Smith et Sherman, 2009). 
Les benzimidazoles sont directement actifs sur les vers alors que les pro-benzimidazoles doivent 
se convertir en molécules actives dans le foie grâce à des réactions enzymatiques (Lanusse et 
Prichard, 1993). Les molécules empêchent la synthèse et la polymérisation des microtubules dans 
les cellules des nématodes, en se fixant ăàlaàβ-tubuline des vers (Samson-Himmelsjerna, 2007). Les 
vers meurent, leur morphologie cellulaire étant endommagées et les mitoses altérées (Besier et 
al., 2016b). 
 
2.1.2 Les imidazothiazoles  
 
Les molécules de cette famille sont efficaces contre les strongles GIs et respiratoires. Elles 
sont administrées par voie orale ou injectable. Ils sont actifs sur les récepteurs nicotiniques à 
acétylcholine des NGIs, rendant perméable leur membrane post-synaptique (= mort par paralysie 
spastique) (von Samson-Himmelsjerna, 2007). 
 
 
2.1.3 Les lactones macrocycliques  
 
Les lactones macrocycliques sont efficaces contre les strongles GIs (ou endoparasites), et 
contre certains insectes et acariens ;ouà eĐtopaƌasitesͿ.à OŶà lesà Ƌualifieà doŶĐà d͛endectocides 
(Campbell et al., 1983; Bengone-Ndong et Alvinerie, 2004). Elles sont administrées par voie orale 
ou injectable. 
 
 
La structure de base des molécules de la famille est similaire mais les différences entre les 
hĠtĠƌoĐǇĐlesàlaĐtoŶesàƋu͛elleàĐoŵpoƌteàpermettent de différencier les avermectines (ivermectine, 
doramectine et éprinomectine) des milbémycines ;ŵoǆideĐtiŶeͿ.à Leuƌà ŵodeà d͛aĐtioŶà està dĠĐƌità
dans la littérature comme commun mais reste mal identifié (Bengone-Ndong et Alvinerie, 2004). 
L͛hǇpothğseà laà plusà ĐoŶfoƌtĠeà seƌaità Đelleà oùà les lactones macrocycliques se fixent aux canaux 
ioniques glutamate-dépendant présents sur la membrane des cellules neuromusculaires des 
nématodes (von Samson-Himmelsjerna, 2007), les rendant perméables aux ions chlorures. Ces 
mécanismes entraîneraient une inhibition du contrôle nerveux de muscles des nématodes, 
entraînant leur mort par paralysie (Urquhart et al., 1996; Bengone-Ndong et Alvinerie, 2004). 
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Ϯ.ϭ.ϰ Les dĠrivĠs d’aŵiŶo-acétonitrile  
 
Cette famille est représentée par une seule molécule (le monepantel), commercialisée 
depuis 2008. Cette molécule agit comme un antagoniste nicotinique (Kaminsky et al., 2008; 
Hosking et al., 2010). Le monepantel a été commercialisé pour son efficacité contre les larves L4s 
et les formes adultes de nombreux nématodes, notamment de souches résistantes aux familles 
d͛aŶthelŵiŶthiƋues précédemment citées. 
En revanche, des résistances sont déjà apparues seulement quelques années après sa 
commercialisation (Scott et al., 2013; Mederos et al., 2014; Van-den-Brom et al., 2015), ce qui 
correspond aux modèles généraux de développement des résistances décrits par Waller (2006).  
 
2.2 Limites des anthelminthiques de synthèse 
 
L͛eŵploiàdesàaŶthelŵiŶthiƋuesàdeàsǇŶthğseàestàaujouƌd͛huiàƌeŵisàeŶàƋuestioŶàĐaƌàdesàĐasà
de résistances et de multi-résistances sont apparus face à toutes les molécules actuellement 
commercialisées (Kaplan et Vidyashankar, 2012; Jackson et al., 2012; Crook et al., 2016). 
L͛utilisation accrue de ces anthelminthiques induit une baisse de leur efficacité alliée à une 
augmentation de la résistance des NGIs. La demande de nouveaux anthelminthiques est donc 
grandissante (Geary et al., 2004). 
De plus,à lesà ĐoŶsoŵŵateuƌsà souhaiteŶtà aujouƌd͛huià uŶeà diŵiŶutioŶà gĠŶĠƌaleà desà iŶtƌaŶtsà
chimiques en élevage (pour limiter les risques de résidus dans les produits animaux et dans 
l͛eŶviƌoŶŶeŵeŶtͿ,àĐeàƋuiàƌĠpoŶdàăàuŶeàĐoŶĐeptioŶàplusàagƌo-ĠĐologiƋueàdeàl͛Ġlevage.  
 
2.2.1 Ecotoxicité 
 
Les AHs de synthèse ont été développés pour être efficaces contre les nématodes dans les 
divers organes du tube digestif. Ils soŶtà doŶĐàŵĠtaďolisĠsà daŶsà leà sǇstğŵeà digestifà deà l͛aŶiŵal,à
voire par le foie après absorption (Mc Kellar, 1997). Ils sont donc évacués dans les fèces et se 
retrouvent présents sur les prairies. Des études ont été menées afin de dĠteƌŵiŶeƌà l͛iŵpaĐtàde 
ĐesàŵolĠĐulesàsuƌàl͛ĠĐosǇstğŵeàdesàpƌaiƌiesà;Waƌdhaughàetà‘odƌiguez-Menendez, 1988; Jensen et 
al., 2003; Erzen et al., 2005). Pour certaines lactones macrocycliques (des avermectines longue 
action), des études in vitro et des études menées sur les prairies, ont révélé une toxicité 
notamment sur des coléoptères coprophages (Lumaret et Errouisi, 2002; Lumaret et al., 2012).  
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2.2.2 Résidus médicamenteux 
 
Les consommateurs craignent également de retrouver des résidus médicamenteux dans 
la viande ou le lait des animaux. Ainsi, la législation concernant les médicaments vétérinaires a 
iŵposĠàdesàdĠlaisàd͛atteŶteàapƌğsàl͛adŵiŶistƌatioŶàdeàŵĠdiĐaŵeŶtsàpouƌàlaàtƌaiteàouàl͛aďattageàdesà
animaux, afin de minimiser le risque de résidus. Pour les ovins et caprins laitiers, les familles des 
benzimidazoles et pro-benzimidazoles et des lactones macrocyliques sont autorisées en lactation. 
Cependant, aujouƌd͛huiàseules certaines formulations commerciales de l’ĠpriŶoŵeĐtiŶe présente 
une AMM avec un teŵps d’atteŶte Ŷul pour le lait chez ces petits ruminants laitiers.  
 
 L͛iŶtĠƌġtà gƌaŶdissaŶtàdeà laàpopulatioŶàpouƌà lesàpƌoduits issus de l’AgriĐulture BiologiƋue 
impose de répondre à un cahier des charges spécifique (CC-Repab-F, 2000), avec notamment des 
traitements thérapeutiques réglementés (les vaccins et vermifuges doivent être donnés sur 
justification vétérinaireͿàaiŶsiàƋu͛uŶàrecours maximal au pâturage (Cabaret et al., 2002). Parmi ces 
ĐƌitğƌesàƌĠgleŵeŶtĠsàpaƌàl͛IFOáM,àϭϵϵϴ,àquatre sont reliés à la santé animale (Cabaret, 2003) : 1/ 
ŵettƌeà eŶà plaĐeà uŶà ĠƋuiliďƌeà eŶtƌeà lesà Đultuƌesà età l͛Ġlevage ; 2/ fournir aux troupeaux des 
conditions appropriées pour le développemment de leurs comportements innés ; 3/ minimiser 
toutes formes de pollution environnementale; 4/ utiliser de préférence les médecines alternatives 
(homéopathie, aromathérapie, phytothérapie) pour la santé des animaux. 
 
 
 
2.2.3 Résistance des populations de nématodes aux AHs 
 
 
 Définition de la résistance et de la multi-résistance aux AHs 
Des populations de nématodes GIs résistantes aux AHs sont des populations ayant génétiquement 
aĐƋuis la ĐapaĐitĠ de rĠsister à des ĐoŶĐeŶtratioŶs d’uŶ AH (ou de plusieurs dans le cas de multi-
résistances) qui leur était précédemment létale (Prichard et al., 1980; Sutherland et Leathwick, 
2011). Ce caractère se transmet de façon héréditaire (Coles, 2002). 
 
 Situation de la résistance aux AHs 
Globalement, quelles que soient les molécules, les premiers cas de résistance aux AHs 
apparaissent environ 10 ans après leur mise sur le marché. Les premiers cas de résistances aux 
benzimidazoles ont par exemple été remarqués en 1970 (Kaplan, 2004; Waller, 2006). 
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La recrudescence des résistances des populations de nématodes face à ces molécules est 
aujouƌd͛huià fƌĠƋueŶteàdaŶsàdeàŶoŵďƌeuǆàĠlevagesàdeàpetitsà ƌuŵiŶaŶtsàpuisƋu͛oŶàdĠŶoŵďƌeàdesà
rĠsistaŶĐes à toutes les Đlasses d’AHs de sǇŶthğse (Cezar et al., 2010; da Cruz et al., 2010; Scott et 
al., 2013; Van-den-Brom et al., 2015), en particulier chez les caprins (Chartier et al., 2000). Des cas 
de multi-résistances ont été décrits dès les années 1980 en Afrique du Sud, Australie et Nouvelle-
Zélande (Van Wyk et al., 1987; Besier, 2007; McKenna, 2010) puis en Asie (Chandrawathani et al., 
2004), Amérique latine (Sczesny-Moraes et al., 2010) et aux USA (Kaplan et Vidyashankar, 2012). 
EŶàEuƌope,àdesàƌĠsistaŶĐesàoŶtàĠtĠàŵeŶtioŶŶĠes,àŵġŵeàsiàellesàsoŶtàŵoiŶdƌesàƋueàdaŶsàd͛autƌesà
régions du globe (Paraud et al., 2009). En France, une forte prévalence des résistances aux 
benzimidazoles a été rapportée chez les chèvres et les moutons à vocation laitière, mais peu de 
résistances au lévamisole ont été répertoriées (Chartier et al., 1998; 2001). Un cas de double 
résistance au benzimidazole et lévamisole a été confirmé dans un élevage de caprins laitiers 
(Paraud et al., 2009). DesàsuspiĐioŶsàdeàƌĠsistaŶĐesàăàl͛iveƌŵeĐtiŶeàoŶtàĠtĠàĠŵisesàdaŶsàdesàĠtudesà
datant de 2001-2002 (Chartier et al., 2007) et une étude récente a montré un cas de double 
ƌĠsistaŶĐeàăàl͛iveƌŵeĐtiŶeàetàăàlaàŵoǆideĐtiŶeàĐhezàdesàoviŶsà;Paƌaudàetàal.,àϮϬϭϲͿ. 
Des résistances envers des associations de plusieurs molécules actives ont également été 
documentées (Mariadass et al., 2006; Playford et al., 2014). 
Chez les autres espèces animales, les résistances sont moins souvent mentionnées. Elles sont 
arrivées rapidement chez les nématodes digestifs des porcs et des chevaux (Gerwert et al., 2002; 
Tƌaveƌsaàetàal.,àϮϬϬϵͿàetàsoŶtàaujouƌd͛huiàégalement décrites chez les bovins (Wolstenholme et al., 
2004), notamment pour les espèces intestinales du genre Cooperia spp. (Demeler et al., 2012; 
Geurden et al., 2015; Merlin, 2017). 
 
 MĠĐaŶisŵeàd͛aĐƋuisitioŶàdeàlaàƌĠsistaŶĐe 
Trois mécanismes généraux de résistance aux AHs (et par généralisation à tout xénobiotique) ont 
été décrits (Prichard et al., 1980; Waller, 1986; Kotze et Prichard, 2016) :  
- Modification de la cellule ou molécule cible ; 
- ModifiĐatioŶsà desà voiesà ŵĠtaďoliƋuesà iŶduisaŶtà l͛iŶaĐtivatioŶà ouà l͛ĠliŵiŶatioŶà ƌapideà
des molécules AHs ; 
- Amplification du nombre de cellules ou molécules Điďlesà pouƌà dilueƌà l͛aĐtivatioŶà desà
molĠĐulesàáHsàdaŶsàl͛oƌgaŶisŵeàduàveƌ. 
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2.2.3.1 Résistance due aux nématodes (facteurs intrinsèques) 
 
 
 
Des facteurs inhérents aux nématodes eux-mêmes peuvent favoriser la diffusion des allèles 
de résistances. Plus les trichostrongles sont prolifiques, plus les générations futures arrivent en 
nombre et plus la résistance va se diffuser. Par ailleurs, plus la durée du cycle biologique est 
courte et plus les nouvelles générations résistantes vont arriver rapidement (Wolstenholme et al., 
2004). 
Ces caractéristiques sont remarquables chez H. contortus (espèce prolifique, cycle biologique 
(période prépatente) court), ce qui explique la forte prévalence des résistances aux AHs dans cette 
espèce de nématode gastro-intestinal ăàl͛ĠĐhelleàŵoŶdialeà(Jackson et Coop, 2000; Wolstenholme 
et al., 2004; Besier et al., 2016a). 
 
 
 
2.2.3.2 Résistance due à l’appliĐatioŶ des traiteŵeŶts (facteurs extrinsèques)  
 
 
CesàfaĐteuƌsàsoŶtàpƌiŶĐipaleŵeŶtàliĠsàauǆàpƌatiƋuesàd͛Ġlevageà;SŵithàetàSheƌŵaŶ,àϮϬϬϵͿ.à 
La pression du traitement (nomďƌeàdeàtƌaiteŵeŶtsàáHsàeffeĐtuĠs,àgĠŶĠƌalisatioŶàd͛appliĐatioŶͿàestà
un facteur prépondérant dans la mise en place des résistances (Besier et al., 2016a). 
 
EŶà Đasà d͛iŶtroduĐtioŶ d’aŶiŵauǆ parasitĠs par des vers résistants dans un troupeau sensible 
;aĐhatàd͛animaux ou changement des lots), les nématodes résistants vont se reproduire avec les 
sensibles et augmenter le pourcentage de résistants au sein des populations (Wolstenholme et al., 
2004). Ceci est contraire au principe de la « stratégie de refuge » Ce coŶĐeptàĐoƌƌespoŶdàăàl͛idĠeà
de maintenir une proportion de nématodes, non exposés aux traitements et donc demeurant 
sensibles aux AHs au sein de la population totale (Jackson, 1993; Coles, 2002) (Waghorn et al., 
2008; Leathwick et al., 2009; Kenyon et Jackson, 2012; Besier et al., 2016b). 
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En raison des pratiques des éleveurs, certains animaux sont traités fréquemment et avec la même 
Đlasse d’AHs (Besier et al., 2016b). Ces deux facteurs peuvent augmenter les résistances. De plus, 
parfois les animaux sont traités avec une dose iŶsuffisaŶte d’AH de sǇŶthğse, par une mauvaise 
appréciation du poids ou ignorance de particularités métaboliques des caprins (la nécessité 
d͛adapteƌà lesàdosesàĐhezà lesàĐhğvƌesàestàsouveŶtà igŶoƌĠeͿà ;Besieƌàetàal.,àϮϬϭϲďͿ.àCetteàdose sera 
seulement léthale pour les vers les plus sensibles (homozygotes « sensibles ») et la proportion 
d͛allğlesà ƌĠsistaŶtsà ;lesà hoŵozǇgotesà « résistants » et aussi les hétérozygotes 
« sensibles/résistants ») (Barnes et al., 1995) va augmenter considérablemeŶtà auà seiŶà d͛uŶeà
famille (cas souvent relevé chez les benzimidazoles).  
Les anthelminthiques de synthèse, représentés par quatre familles à large spectre, sont 
apparus dans les années 1950. Ils peuvent être employés pour des buts préventif ou curatif. 
 
DepuisàplusieuƌsàdĠĐeŶŶies,àl͛usageàdesàŵolĠĐulesàdeàsǇŶthğseàestàƌeŵisàeŶàĐauseàeŶàƌaisoŶàdeà
pƌoďlğŵesàdeà toǆiĐitĠàƋu͛ellesà eŶgeŶdƌeŶtà ;suƌà lesàpątuƌesàetàpaƌà laà pƌĠseŶĐeàĠveŶtuelleàdeà
résidus dans les produits animaux), et par l͛appaƌitioŶàdeàƌĠsistaŶĐesàeŶveƌsàtoutesàlesàĐlassesà
d͛aŶthelŵiŶthiƋuesàĐhiŵiƋuesàdaŶsàlesàpopulatioŶsàdeàŶĠŵatodes. 
 
DesàsolutioŶsàalteƌŶativesàsoŶtàdoŶĐàƌeĐheƌĐhĠesàafiŶàdeàliŵiteƌàl͛utilisatioŶàƋuasi-exclusive de 
ĐesàáHsàetàliŵiteƌàl͛appaƌitioŶàdeàpossibles résistances. 
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3. Les alternatives aux moyens actuels de lutte contre les 
NGIs 
 
 
Compte-tenu des limites inhérentes aux AHs de synthèse, des équipes travaillent actuellement 
sur la recherche de méthodes alternatives afin de traiter les strongyloses GIs. Ces recherches sont 
axées sur trois moyens de lutte : rĠduire l’origiŶe des ĐoŶtaŵiŶatioŶs (notamment par de 
Ŷouvellesà pƌatiƋuesà d͛ĠlevageͿ,à améliorer la résistance de l’hôte et moduler la biologie des 
nématodes (Figure 5) (Torres Acosta et Hoste, 2008; Besier et al., 2016b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5 : Trois principes de lutte contre les nématodes (flèches roses) sur le cycle de développement des nématodes 
(Source : Torres Acosta et Hoste, 2008). 
 
ϯ.ϭ ChaŶgeŵeŶt des pratiƋues d’Ġlevage au pâturage 
 
 
Afin de réduire les sources de contamination, deux leviers peuvent être actionnés afin de 
bloquer le cycle des nématodes GIs : diminuer la quantité de larves dans le milieu extérieur ou 
diŵiŶuer le ĐoŶtaĐt eŶtre l’hôte et les larves (Hoste et al., 1997; Heckendorn, 2007). 
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CeƌtaiŶesàpƌatiƋuesàd͛ĠlevageàpeuveŶtàpeƌŵettƌeàd͛ǇàpaƌveŶiƌà;Poŵƌoy, 2006; Colvin et al., 
2008) comme déplacer des animaux sains sur des parcelles non contaminées (principe de 
pƌĠveŶtioŶͿ.à CeĐià està possiďleà eŶà Đasà deà dispoŶiďilitĠà deà paƌĐellesà pƌopƌesà auà seiŶà d͛uŶà Ġlevageà
(exemple : parcelles retournées). Sans-disponibilité de ce type de parcelles, attendre la mort 
naturelle des larves L3s présentes avant de remettre des animaux dans ces pâtures peut répondre 
à ce principe de prévention (Hoste et al., 2004). Cependant, ceci est peu efficace en régions 
tempérées compte-teŶuà duà teŵpsà deà suƌvieà iŵpoƌtaŶtà desà laƌvesà ;ŶĠĐessitĠà d͛iŵŵoďiliseƌà lesà
pâtures pendant ϲàăàϭϮàŵoisͿ.àáà l͛iŶveƌse,à laàŵĠthodeà s͛avğƌeàeffiĐaĐeàdaŶsà lesà zoŶesà tƌopiĐalesà
infestées par H. contortus car les larves L3 ne survivent que quelques semaines (Mahieu et 
Aumont, 2009). 
La dilutioŶà peƌŵetà deà ƌĠduiƌeà leà ƌisƋueà d͛iŶfestatioŶà eŶà diŵiŶuaŶtà la quantité de L3s sur le 
pâturage, en diŵiŶuaŶt le Ŷoŵďre d’aŶiŵauǆ prĠseŶts sur la parĐelle (Etter et al., 2000), ou en 
mélangeant les animaux (sensibles et résistants ou pâturage mixte commun à plusieurs espèces 
animales, comme bovins-ovins, en pâturage simultané ou alterné) (Waller, 2006; Besier et al., 
2016b). 
Finalement, l͛appliĐatioŶàdeàsubstances chimiques (chaux) ou de moyens physiques (exploitation 
desàpątuƌesàapƌğsàfauĐheàouàƌetouƌŶeŵeŶtàpaƌàlaďouƌͿàpeuveŶtàƌĠduiƌeàl͛iŶfestatioŶà;HouŶzaŶgďe-
Adote, 2004; Hoste et al., 2004). Certains champignons nématophages sont également un moyen 
de lutte biologique puisque leurs mycéliums émettent des pièges qui paralysent les L3s (Kelly et 
al., 2009). 
 
ϯ.Ϯ AŵĠliorer la rĠsistaŶĐe de l’hôte 
3.2.1 Vaccination 
 
Par définition, la vaccination consiste à ŵettre l’hôte eŶ ĐoŶtaĐt aveĐ des faiďles doses 
d’aŶtigğŶes parasitaires afiŶ de stiŵuler soŶ sǇstğŵe iŵŵuŶitaire lors de futures iŶfestatioŶs 
par le parasite en question (Besier et al., 2016b). Un vaccin contre H. contortus (« Barbervax ») est 
commercialisé en Australie depuis 2014 (Besier et Smith, 2014) et met en avant le potentiel de la 
vaĐĐiŶatioŶàpouƌàƌĠduiƌeàl͛utilisatioŶàdesàáHs contre cette espèce très pathogène.  
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3.2.2 Sélection génétique 
 
Les recherches sur la sĠleĐtioŶ gĠŶĠtiƋue d’aŶiŵauǆ rĠsistaŶts auǆ ŶĠŵatodes (Baker et 
al., 1998; Pomroy, 2006) ou d͛animaux présentant une plus grande résilience (Bisset et Morris, 
ϭϵϵϲͿà oŶtà dĠďutĠà daŶsà l͛hĠŵisphğƌeà sudà daŶsà lesà aŶŶĠesà ϭϵϴϬs.à EŶà FƌaŶĐe,à desà Ġtudesà deà
séléction génétique sont actuellement réalisées mais elles portent principalement chez les ovins 
;Deà laà Chevƌotiğƌeà età al.,à ϮϬϭϭͿ,à ăà l͛eǆĐeptioŶà desà tƌavauǆà suƌà leà ŵodğleà ĐapƌiŶà Đƌeoleà eŶà
Guadeloupe (Mandonnet et al., 2001 ; 2006). 
Après quelques années de séleĐtioŶ,à lesà ƌĠsultatsà oďteŶusà suggĠƌeŶtà Ƌu͛ilà està possiďleà deà
distiŶgueƌàdesàligŶĠesààaveĐàdesàdegƌğsàŵoiŶdƌesàd͛iŶfestatioŶàsaŶsàĐoŶsĠƋueŶĐesàsuƌàlesàĐapaĐitĠsà
de production (croissance) (Kelly et al., 2013; Nisbet et al., 2016). Ceci permet par la suite de 
diŵiŶuer l’iŶfestatioŶ du pâturage (Baker et al., 1998). Des recherches actives sont en cours sur 
cette stratégie de lutte.  
3.2.3 Améliorer la nutrition  
 
Les strongyloses GIs provoquent des lésions le long du tractus digestif, induisant des 
perturbations digestives, principalement sur le plan protéique (Knox et al., 2006; Nnadi et al., 
2009) et également sur le plan énergétique (Retama-Flores et al., 2012; Gárate-Gallardo et al., 
2015). EŶà ƌaisoŶà deà l͛iŵpoƌtaŶĐeà deà Đesà ĐoŶsĠƋueŶĐesà nutritionnelles, complémenter la ration 
offeƌteàăàl͛hƀteàeŶàaugŵeŶtaŶtàlesàteŶeuƌsàeŶàpƌotĠiŶesàouàeŶàĠŶeƌgie,àŶotaŵŵeŶtàauǆàpĠƌiodesà
critiques (exemple :à ŵisesà ďasͿ,à pouƌƌaità aideƌà l͛aŶiŵalà ăà ƌĠpoŶdƌeà auǆà iŶfestatioŶsà ;Coopà età
Kyriazakis, 2001; Torres-Acosta et al., 2006). 
3.3 Moduler la biologie des vers par des substances naturelles 
 
Les études actuelles sur les moyens de moduler la biologie des vers portent notamment sur 
l͛utilisation de substances naturelles à effets antiparasitaires (Hoste et al., 2016). 
La pharmacopée mondiale recense une multitude de plantes à usage thérapeutique. Elles sont 
encore très utilisée dans de nombreux pays en voie de développement (Hounzangbe-Adote, 2004; 
Githiori et al., 2006). De plus, elles répondent aux préoccupations actuelles en teƌŵeàd͛agriculture 
durable et biologique afin de réduire les intrants chimiques en élevage (moins de résidus dans les 
produits animaux ou moins de produits chimiques sur les parcelles par exemple) (Waller et 
Thamsborg, 2004). 
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Ces plantes qualifiées de « bioactives » offrent un nouveau mode de gestion des nématodes 
gastro-intestinaux en élevage permettant de ĐoŵplĠter l’aĐtioŶ des AHs de sǇŶthğse et/ou des 
autres méthodes alternatives, et de diminuer la pression parasitaire. 
 
Ces plantes peuvent être administrées sous le terme de phytothérapie (préparations de 
plaŶtesàouàd͛eǆtƌaitsàdeàplaŶtesàadministrées aux animaux de manière ponctuelle, sur une période 
courte, et visant à traiter les animaux infestés) (Hoste et Torres-Acosta, 2011). Les études réalisées 
sur la phǇtothĠƌapieà oŶtà ŵoŶtƌĠà desà effetsà iŶtĠƌessaŶtsà deà l͛aƌŵoiseà ;Artemisia) par exemple 
(Irum et al., 2015). 
 
Plus récemment, uŶàautƌeàŵodeàd͛eǆploitatioŶàdesàplaŶtesàaàĠtĠàpƌoposĠ : les nutricaments ou 
alicaments. Un nutricament est un aliment faisant partie à part entière de la ration des animaux, 
ayant également un intérêt sanitaire (Andlauer et Fürst, 2002; Hoste et al., 2006). Un nutricament 
est une ressource nutritionnelle, proposée aux animaux de manière prolongée (au moins 7 jours) 
et dont le but premier est plutôt préventif. Le terme de nutricament est régulé législativement par 
le règlement (CE) n°767/2009 età ƌĠpoŶdà ăà l͛appellatioŶà d’aliŵeŶts ĐoŵplĠŵeŶtaires pour 
animaux. Les animaux auxquels ils peuvent être donnés, ainsi que leur intérêt sanitaire, doivent 
être précisés selon l͛aƌtiĐleàϭϬ de la Directive (CE) n°39:2008. 
 
Les études réalisées avec les nutricaments ont porté, entreà autƌes,à suƌà l͛utilisatioŶà deà
Légumineuses et plus généralement de plantes riches en métabolites secondaires comme les 
tanins condensés, à savoir le sulla (Hedysarium coronarium) (Pomroy et Adlington, 2006), sericea 
lespedeza (Lespedeza cuneata) (Burke et al., 2012ab; Gujja et al., 2013) ou le sainfoin (Onobrychis 
viciifolia) (Hoste et al., 2012; 2015), auquel on va s'intéresser particulièrement dans cette thèse. 
 
LesàŵĠtaďolitesàseĐoŶdaiƌesàsoŶtàsouveŶtàĠvoƋuĠsàafiŶàd͛eǆpliƋueƌàleàpoteŶtielàďioaĐtifàdeà
ces plantes mais la nature exacte des ĐoŵposĠs aĐtifs à l’origiŶe des effets oďservĠs est souvent 
peu connue. Parmi ceux-ci, nous pouvons citer différentes classes biochimiques illustrées lors de 
différentes études : les protéinases (Stepek et al., 2004), les alcaloïdes (Githiori et al., 2006), les 
saponines (Deepak et al., 2002) ou bien les polyphénols et plus précisément les tanins condensés 
(Barrau et al., 2005). Toutes ces molécules ont été associées à un impact anthelminthique sur 
différentes classes de nématodes, même si les molécules actives en cause sont souvent peu 
identifiées (Brunet et al., 2008a) (Tableau 2). 
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Tableau 2 : Quelques eǆeŵplesàd͛ĠtudesàƌĠalisĠes avec des plantes riches en métabolites secondaires (famille de 
molécule, plante, étude in vitro ou in vivo, hôte) 
Molécules  
bioactives 
suspectées 
Nom des plantes Etude in 
vitro ou in 
vivo 
Hôtes Références 
Cysteine-
protéase 
Carica papaya 
(Papaye) 
In vitro et 
in vivo 
Ovins, Caprins,  Hounzangbe-Adote, 2004 
Alcaloïdes Azadirachta indica 
(Margousier,  Neem) 
In vivo Ovins Chagas et al., 2008 
Sesquiterpènes 
Lactones 
Chicorium intybus 
(Chicorée) 
In vitro et 
in vivo 
Ovins, Bovins, 
Porcs 
Marley et al., 2006 ; Peña-
Espinoza et al., 2016 ; 
Williams et al., 2016 
Triterpènes 
Alcaloïdes 
Calotropsis procera 
(Pommier de Sodome) 
In vivo Ovins Githiori et al., 2006 
Anthraquinones Terminalia glaucescens 
(Badamier glaque) 
In vivo Bovins Githiori et al., 2006 
Saponines 
Glucosides 
Tribulus terrestris 
(Croix-de-Malte) 
In vitro / Deepak et al., 2002 
Tanins 
condensés 
Lespedeza cuneata 
(Sericea lespedeza) 
In vivo Ovins, Caprins Terrill et al., 2007; Gujja et al., 
2013; Kommuru et al., 2015 
Tanins 
condensés 
Hedysarium 
coronarium 
(Sulla) 
In vitro et 
in vivo 
Ovins Athanasiadou et al., 2001; 
Pomroy et Adlington, 2006 
Tanins 
condensés 
Onobrychis viciifolia 
(Sainfoin) 
In vitro et 
in vivo 
Caprins, Ovins, 
Bovins 
Paolini et al. 2003, Manolaraki 
et al., 2010  Novobilský et al., 
2013; Saratsi et al., 2015; 
Desrues et al., 2016a 
Plusieurs méthodes de lutte peuvent être envisagées afin de réduire la pression parasitaire :  
 
 ChaŶgeƌà lesàpƌatiƋuesàd͛Ġlevageà;assaiŶiƌà lesàpaƌĐelles,àpątuƌageàŵiǆte,à…ͿàetàdeàgestioŶà
du pâturage 
 áŵĠlioƌeƌà laàƌĠsistaŶĐeàdeàl͛hƀteà;vaccination, sélection génétique, compenser les effets 
dĠlĠtğƌesàsuƌàlesàpƌotĠiŶesàeŶàaugŵeŶtaŶtàleuƌàƋuaŶtitĠàdaŶsàlaàƌatioŶ,à…Ϳ 
 Modifier la biologie des nématodes (utilisation de plantes riches en métabolites 
secondaires) 
 
Dans le cadre de cette thèse, c'est sur cette dernière approche qu'a porté notre attention, et sur 
une plante en particulier : le sainfoin, riche en tanins condensés.  
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4. Le sainfoin 
 
4.1 Généralités 
 
 
Le sainfoin (Onobrychis viciifolia, dérivant du grec ónos (âne) et brýkein (dévorer) (Ortiz et 
Smith, 2016)), est une plante Légumineuse (famille des Fabacea), iŶtroduite d’Asie eŶ Europe au 
15ème siècle.  Il était très présent en France avant les années 1940s mais,  sa culture a beaucoup 
chuté  à partir de la fin des années 1950s: Ainsi, malgré ses réels intérêts zootechniques et 
agƌoŶoŵiƋuesà;fiǆatioŶàdeàl͛azoteàatŵosphĠƌiƋueͿ,àlaàĐultuƌeàdu sainfoin  est passée de 400 000 ha 
en 1960 à 20 ϬϬϬà haà eŶà ϭϵϴϲà età pƌesƋueà plusà ƌieŶà aujouƌd͛huià ;áufƌğƌeà età al.,à ϮϬϭϯͿ.à Cetteà
réduction serait due à la diminution du nombre de chevaux de travail dans les fermes pour qui le 
sainfoin était un fourrage privilégié, mais aussi à la ŵauvaiseàƌĠpoŶseàduàsaiŶfoiŶàăàl͛iŶteŶsifiĐatioŶà
et à la reĐherĐhe gĠŶĠtiƋue Ƌui s’est portĠe sur des plaŶtes aveĐ uŶ reŶdeŵeŶt plus iŵportaŶt. 
Cependant, depuis quelques années, sa culture connait un intérêt renouvelé (cf. partie 4.6). 
Il existe deux types de sainfoin (19 variétés sont référencées en Europe dont 4 en France en 
2010 (Hayot-Carbonero et al., 2011) : 
 Le sainfoin simple (ou « common ») : Il estàoƌigiŶaiƌeàd͛EuƌopeàĐeŶtƌale.àC͛estàleàsaiŶfoiŶàăà
uŶeàĐoupe.àIlàfleuƌitàpeuàl͛aŶŶĠeàduàseŵisàetàfleuƌitàdeuǆàfoisàpaƌàaŶàeŶsuite. 
 Le sainfoin double (ou « giant ») : Il est originaire du Moyen-OƌieŶt.àC͛estàleàsaiŶfoiŶàleàplusà
pƌoduĐtif.àIlàfleuƌitàl͛aŶŶée du semis puis deuǆàăàtƌoisàfoisàl͛aŶŶĠeàsuivaŶte,àpeƌŵettaŶtàaiŶsià
plusieurs coupes. 
 
 
4.2 Culture du sainfoin 
 
Le sainfoin se cultive sur les sols calcaires (pH compris entre 6.6 et 8.0), 
pauvres, séchants et peu profonds (Meyer-Jones, 2000). Un apport de 
potassium dans les sols est nécessaire pour maintenir sa production (Koivisto 
etàLaŶe,àϮϬϬϭͿ.àC͛estàuŶeàplaŶteàsupportant bien la sécheresse et le froid mais 
qui est seŶsiďle à l’eǆĐğs d’eau et au piĠtiŶeŵeŶt.  
La plante mesure 50 à 70 cm de hauteur et contient environ 16 à 18 tiges par 
plaŶte,à d͛uŶà diaŵğtƌeà deà ϯà ăà ϵà ŵŵà ;Oƌtizà et Smith, 2016). Elle porte des 
grappes de fleurs roses striées de blanc (Figures 6 et 7).  
Figure 6: Photo du sainfoin 
(Source : P. Gombault) 
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Son rendement varie entre 6,3 t MS/ha/an et 11,9 t MS/ha/an 
(entre 10 et 20% inférieur aux rendements observés pour la 
luzerne) (Peel et al., 2004; Kazuk, 2010).  
 
 
 
Le sainfoin, faisant partie de la famille des LĠguŵiŶeuses,àestàĐapaďleàd͛Ġtaďliƌàdesàliaisons 
avec des bactéries de la famille des Rhizobiaceae dans des nodules situés dans ses racines. Les 
bactéries vont réduire l’azote deà l͛atŵosphğƌeàeŶàaŵŵoŶiaĐàdans les racines de la plante pour 
synthétiser par la suite des acides aminés (Malisch et al., 2016). Il peut également créer des 
liaisons avec des champignons mycorhiziens qui voŶtà peƌŵettƌeà ăà laà plaŶteà d͛oďteŶiƌà uŶeà
résistance envers des infestations par des insectes par exemple, les champignons fournissant au 
sainfoin du phosphate et des nutriments venant du sol (Malisch et al., 2016).  
4.3 Composition du sainfoin 
 
 
Sa composition chimique lui confère une bonne valeur alimentaire : la teneur moyenne en 
matières grasses du sainfoin sélectionné par Multifolia est de 2,2% et les teneurs moyennes en 
azote sur le 1er cycle végétatif ont été relevées à 2,27% MS, soit 14,2% de protéines (Theodoridou 
et al., 2011). La teneur en azote soluble est plus faible Đhezà leà saiŶfoiŶà Ƌueà Đhezà d͛autƌesà
Légumineuses comme la luzerne (Niderkorn et al., 2016), ce qui est principalement expliqué par la 
présence de TCs qui protègeraient la dégradation desà pƌotĠiŶesà ;ϮϮ,ϭ%à d͛azoteà soluďleà eŶà
moyenne sur 3 variétés au 1er cycle chez le sainfoin vs. 43,6% pour la luzerne) (Theodoridou et al., 
2011). Cette teneur en azote soluble plus faible est donc associée à un plus haut taux de 
protéines digestibles dans l’iŶtestiŶ (PDIA) (Waghorn, 2008). 
C͛estàuŶàfouƌƌageàappétant et apprécié par les ruminants (Hoste et al., 2005; Chung et al., 
2013). Même si la raison de cette appétence est encore inconnue (Wang et al., 2015), la présence 
de sucres au sein de la plante est suspectée dans ces effets appétents. Il a de nombreux avantages 
sanitaires, dûs à sa teneur en tanins condensés, qui lui confère des effets antiparasitaires et 
antimétéorisants. 
Les tanins ont également des effets favorables suƌàl͛eŶviƌoŶŶeŵeŶt : la réduction de rejets 
de méthane et autres gaz à effets de serre (Chung et al., 2013), moindre rejetsàazotĠsàdaŶsàl͛uƌiŶeà
au profit des fèces (azote mobilisable) (Aufrère et al., 2013).  
Figure 7 : Champ de sainfoin fauché pour préparation de fourrage 
(Source : P. Gombault) 
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Les tanins condensés du sainfoin sont un mélange de prodelphinidines et procyanidines, 
répartis en général de la façon suivante en terme de pourcentage entre les deux classes de 
polymères : 70% PDs et 30% PCs (Barrau et al., 2005; Quijada, 2015). Les poids moléculaires des 
TCs contenus dans le sainfoin varient entre 1000 et 28000 Da (Foo et al., 1982; Stringano et al., 
2012). Le degré moyen de polymérisation est compris entre 6.5 et 9 (Quijada et al., 2015; Wang et 
al., 2015). 
 
4.4 Effets zootechniques et anthelminthiques du sainfoin 
 
 
Des essais menés sur des vaches laitières aux Pays-Bas ont montré que le  remplacement 
deàϱϬ%àd͛eŶsilageàd͛heƌďeàpaƌàdeàl͛eŶsilageàdeàsaiŶfoiŶà;pƌoposĠàăàvoloŶtĠͿàaugmentait de 5% la 
consommation alimentaire, de 10% la production laitière et rĠduisait de ϭϮ% l’ĠŵissioŶ de 
méthane et de gaz à effets de serre par kilo de lait produit (Huyen et al., 2016; Niderkorn et al., 
2016). Des données ont également été obtenues sur la prévention de la météorisation. 
D͛autƌesàessaisàŵeŶĠsàsuƌàlaàƋualitĠàduàlaitàdeàvaĐheàoŶtàŵoŶtƌĠàuŶeàaugmentation de la 
teneur en acide linoléique du lait et du fromage de vache nourries avec des granulés de sainfoin 
;Giƌaƌdàetàal.,àϮϬϭϱͿ.àLoƌsàd͛uŶàessaiàsiŵilaiƌe,àlaàviaŶdeàd͛agŶeauàoďteŶueàapƌğsàavoiƌàaliŵeŶtĠàĐesà
aŶiŵauǆà aveĐà deà l͛eŶsilageà deà saiŶfoiŶ,à Ġtaità plus riche en acide linolénique et en omégas 3 
(Girard et al., 2016). 
La consommation de sainfoin par des petits ruminants a également été associée à des 
effetsàsuƌàl͛iŶfestatioŶàpaƌàlesàcoccidies (Saratsis et al., 2012) et surtout sur les infestations par les 
nématodes gastro-intestinaux (Hoste et al., 2015). Ces effets anthelminthiques seront présentés 
dans la partie 7. 
EŶfiŶ,à Đ͛està ĠgaleŵeŶtà uŶeà plaŶteà mellifère : de mai à juillet, elle produit une grande 
quantité de nectar, rendant la plante attractive pour les abeilles (Pellett, 1947; Ogle et al., 2007).  
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4.5 Granulés déshydratés de sainfoin 
 
 
L͛eǆploitatioŶàduàsaiŶfoiŶàpour ses propriétés nutritives et anthelminthiques peut se faire 
sous différentes formes : 
 
- Pâturage : moyen le plus naturel d͛eǆploiteƌà lesà ƌessources riches en TCs pour les petits 
ruminants (Valderrábano et al., 2010) ; 
 
- Foin : donne aux éleveurs une plus grande faĐilitĠ de stoĐkage et d’utilisatioŶ des fourrages bio-
aĐtifsàaveĐàpeuàd͛iŵpaĐtàsuƌàlaàƋualitĠ et la teneur en TCs (Paolini et al., 2003; Heckendorn et al., 
2006) ; 
 
- Ensilage :à lesà Ġtudesà ƌeĐeŶsĠesà aveĐà Đetteà foƌŵeà deà distƌiďutioŶà Ŷ͛oŶtà pasà ŵoŶtƌĠà d͛effetsà
négatifs sur la teneur en TCs du sainfoin et les propriétés AHs associées (Heckendorn et al., 2006; 
Ojeda-Robertos et al., 2010; Theodoridou et al., 2010; Copani et al., 2014; Lüscher et al., 2014; 
Wang et al., 2015) ; 
 
 - Granulés : Ils offrent la possibilité de cultiver le sainfoin dans les zones agricoles adéquates, de 
l͛inclure directement dans les aliments composés des rations des ruminants et de le caractériser 
aisément avant distribution, puis de le transporter et le stocker facilement (Girard et al., 2013; 
Desrues et al., 2016a). En revanche, les traitements technologiques nécessaires (haute 
température et haute pression) peuvent provoquer une possible destruction des tanins et une 
conversion des tanins de la forme libre (forme majoritaire) vers la forme liée (fixée aux protéines) 
(Terrill et al., 1992; 2007; Minnée et al., 2002; Lorenz et Udén, 2011), mais aucune étude à ce jour 
ŵetà eŶà avaŶtà uŶeà possiďleà ƌĠduĐtioŶà deà l͛aĐtivitĠà aŶthelŵiŶthiƋueà liĠeà ăà Đetteà diŵiŶutioŶà ouà
conversion des tanins.   
 
 Généralités 
 
La déshydratation des fourrages est un mode de conservation de la plante par voie sèche (ou 
physique), au même titre que le fanage ou la ventilation sous abri. Ce mode de conservation 
s͛opposeà ăà laà voieà huŵideà ;ouà ŵiĐƌoďieŶŶeͿà ƌepƌĠseŶtĠeà paƌà l͛eŶsilage.à Lesà pƌoĐĠdĠsà deà
conservation par voie sèche permettent de conserver des produits végétaux destinés à 
l͛aliŵeŶtatioŶàanimale, récoltés à des stades aqueux (Commission des Communautés Européennes 
(CCE), 1980). 
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La déshydratation se déroule selon trois étapes principales (CCE, 1980) (Figure 8) : 
- Récolte du fourrage vert (contenant eŶtre ϳϱ% et ϴϱ% d’huŵiditĠ) et tƌaŶspoƌtà jusƋu͛ăà
l͛uŶitĠàdeàdĠshǇdƌatatioŶ 
- Séchage dans la déshydrateuse,à ăà l͛aideà d͛uŶà ĐouƌaŶtà d͛aiƌà deà ďasseà teŵpĠƌatuƌeà ;50°C-
300°C pendant 1 à 4 h) ou de haute température (600°C-1100°C pendant 10 à 30 min) 
- Conditionnement : broyage du fourrage sec, teneur en humidité inférieure à 13% (seuil 
assurant une bonne conservation), et compactage par une presse à filière. Le diamètre de 
cette filière va définir la taille du granulé.  
 
 
 
Figure 8 : SĐhĠŵaàdeàlaàdĠshǇdƌatatioŶàdepuisàleàĐhaŵpàjusƋu͛auǆàgranulés (Source : coopérative Coopédom) 
 
 
 Avantages 
Leà pƌiŶĐipalà avaŶtageà Ƌu͛offƌeà laà dĠshǇdƌatatioŶà eŶà ĐoŵpaƌaisoŶà avec les procédés de 
conservation par voie humide ou sèche sans granulation est sa conservation et sa facilité de 
transport. En effet, les produits déshydratés sont faciles à manipuler et leur densité volumique 
élevée permet de stocker des tonnages importants dans de faibles surfaces. La densité volumique 
d͛uŶàfoiŶàde luzerne en vrac est de 80 kg/m3, pour 850 kg/m3 pour des granulés (CCE, 1980). 
Enfin, elle permet facilement l’aŶalǇse du produit avaŶt distriďutioŶ aux animaux. 
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 Inconvénients 
Il est généralement admis que les méthodes de préservation par déshydratation peuvent altérer 
la composition biochimique desàfouƌƌages,àeŶàĐausaŶtà l͛oxydation des TCs et en réduisant ainsi 
leuƌàaĐtivitĠàďiologiƋue,àeŶàfoŶĐtioŶàdeààlaàteŵpĠƌatuƌe,àleàteŵpsàd͛eǆpositioŶàetàlesàƌaǇoŶsàultƌa-
violets (Wolfe et al., 2008; Lorenz et Udén, 2011; Wang et al., 2015). Tous les processus incluant 
un chauffage sont suspeĐtĠsàd͛affecter la quantité de tanins etàd͛eŶtƌaîŶeƌàuŶeàconversion des 
TCs de la forme extractible vers la forme liée (Terrill et al., 1992; Wolfe et al., 2008). Cette 
ĐoŶveƌsioŶàpouƌƌaitàġtƌeàăàl͛oƌigiŶeàd͛uŶeàdĠtĠƌioƌatioŶàdesàpƌopƌiĠtĠsàaŶthelŵiŶthiques.  
Loƌsà duà pƌoĐĠdĠà deà dĠshǇdƌatatioŶ,à l͛ĠlĠvatioŶà deà teŵpĠƌatuƌeà Ƌueà vaà suďiƌà laà plaŶteà vaà
directement déshydrater la Đelluleàetà l͛eauàpƌĠseŶteàdaŶsàlaàvaĐuoleàvaàs͛Ġvapoƌeƌ,àpouvaŶtàaiŶsià
laisser échapper des tanins (Lees et al., 1994). 
 
 Caractéristiques physiques et sensorielles des granulés 
 
Lesà ĐaƌaĐtĠƌistiƋuesà phǇsiƋuesà età seŶsoƌiellesà d͛uŶà aliŵeŶtà voŶtà joueƌà suƌà soŶà aĐĐeptaďilitĠà paƌà
l͛aŶiŵalà età iŶflueŶĐeƌà laà ƋuaŶtitĠà à ĐoŶsoŵŵĠeà ;Favƌeau-Peigné, 2015). Cette régulation de 
l͛iŶgestioŶà paƌà lesà seŶsà deà l͛aŶiŵalà està dĠfiŶieà Đoŵŵeà laà palataďilitĠ,à ouà lesà ĐaƌaĐtĠƌistiƋuesà deà
l͛aliŵeŶtà Ƌuià pƌovoƋueŶtà uŶà appĠtità Đhezà l͛aŶiŵal,à ŶotaŵŵeŶtà laà teǆtuƌe,à leà goûtà età l͛odeuƌà
(Baumont, 1996). Dans les études réalisées avec des granulés de sainfoin, cet aliment a toujours 
été très appétent pour les animaux. La présence de sucres au sein de la plante est suspectée 
intrevenir dans cette bonne appétence. 
 
4.6 Présentation de la filière française de déshydratation 
Multifolia / Sainfolia 
 
En France, le principal lieu actuel de culture du sainfoin se situe en Champagne crayeuse. En 2008, 
une structure appelée Multifolia s͛està créée de par la volonté de deux agriculteurs voulant ré-
iŶtƌoduiƌeà Đetteà Đultuƌeà dispaƌueà desà solsà fƌaŶçais.àMultifolia,à aujouƌd͛huià ƌasseŵďlĠeà sousà une 
coopérative nommée Sainfolia et conseillée par la firme service MG2MIX, gère toute la filière de 
production de sainfoin :àdepuisàlaàsĠleĐtioŶàdesàseŵeŶĐesàjusƋu͛ăàlaàdĠshǇdƌatatioŶàsousàfoƌŵeàdeà
granulés de la récolte. En 2016, 55 producteurs sont impliqués dans le projet et Sainfolia compte 
500 ha de sainfoin dans la Champagne crayeuse, en Bourgogne et dans le Périgord. En 2016, la 
production de granulés déshydratés de Sainfolia s͛estàĠlevĠeàăà4200 tonnes de granulés. 
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5. Les tanins 
 
5.1 Généralités 
 
Les taŶiŶsà soŶtà desà ŵolĠĐulesà d͛oƌigiŶeà vĠgĠtaleà Ƌuià oŶtà laà faĐultĠà deà ƌeŶdƌeà la peau 
imputrescible (= la taner) en se fixant aux protéines et en la transformant en cuir (Bruneton, 
2009). Ces molécules hautement polymérisées sont présentes dans tout le règne végétal, 
principalement dans les vacuoles des plantes supérieures mais sont absents chez les animaux 
(Hagerman et Butler, 1991; Mueller-Harvey et McAllan, 1992; Bruneton, 2009).  
 
Ce sont des molécules issues du métabolisme secondaire des végétaux supérieurs, d'où le 
nom de métabolites secondaires, qui sont présents dans les vacuoles des plantes. Leur 
production est augmentée lors d’une agression subie par la plante,àĐoŵŵeàpaƌàeǆeŵpleàl͛attaƋueà
par des bactéries, des champignons ou des nématodes (Feucht et Treutter, 1999). Des agressions 
par des prédateurs (insectes, herbivores) conduisent également à une production de tanins de la 
part de la plante (Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992; Feucht et al., 1997). Les tanins produits par la 
plante et consommés par les insectes induiraient des lésions dans leur tube digestif (Ayres et al., 
1997). De plus, les tanins sont des substances astringentes et une présence excessive au sein 
d͛uŶeàplaŶteàlaàƌeŶdàpeuàappĠteŶteàetàdoŶĐàĠloigŶeàlesàherbivores (Jean-Blain, 1998).  
 
Leur définition biochimique est la suivante (Bate-Smith, 1973) : « composés phénoliques 
hydrosolubles de poids moléculaire compris entre 500 et 3 000 Da, qui présentent des réactions 
classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloïdes, la gélatiŶe et d’autres 
protéines ».à Leà dĠveloppeŵeŶtà deà ŵĠthodesà d͛aŶalǇseà aà eŶsuiteà peƌŵisà d͛ideŶtifieƌà plusà
précisément la structure des tanins :àleuƌàpoidsàŵolĠĐulaiƌeàpeutàs͛ĠteŶdƌeàăà20 000 Da et ils sont 
alors considérés comme des polyphénols de masse (Hagerman, 2002).   
 
5.2 Les différentes familles 
 
Les tanins font partie de la grande famille des polyphénols, au même titre que des 
molécules simples comme les acides phénoliques. De façon générale, ils comprennent un noyau 
aromatique et un ou plusieurs groupements phénoliques. On distingue les tanins hydrolysables 
et les tanins condensés. 
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5.2.1 Tanins hydrolysables 
 
Ce sont des oligo- ou poly-esters de sucre 
(souvent le glucose) et de molécules d’aĐide phĠŶolique 
(Mueller-Harvey, 2006; Bruneton, 2009). Selon la nature 
deàl͛aĐideàphĠŶol,àilsàsoŶtàsuď-divisés en tanins galliques 
(acide gallique) ou éllagiques (acide 
hexahydroxyphénique) (Hagerman, 2002) (Figure 9).  
 
 
Leur poids moléculaire est généralement assez faible mais ils peuvent se coupler entre eux de 
façon oxydative et ainsi augmenter considérablement leur taille (Mueller-Harvey, 2001).  
Leur nom vient de leur propriĠtĠ à s’hǇdrolǇser (hydrolyse acide) dans le tractus digestif des 
ruminants. Leurs produits de dégradation peuvent être absorbés et sont alors souvent toxiques 
pour les herbivores (Plumlee et al., 1998; Mueller-Harvey, 2001).  
 
 
 
5.2.2 Tanins condensés 
 
Ce sont des polǇŵğres d’uŶitĠs flavaŶ-3-ols, 
appartenant à la famille des flavonoïdes (Mueller-Harvey, 
2006; Bruneton, 2009). La structure chimique est basée sur un 
sǇstğŵeàd͛hétérocycles (Figure 10) qui sont liés par des liaisons 
de type C-C (type B) ou C-O-C (type A) (Mueller-Harvey et Mc 
Allan, 1992; Bruneton, 2009) 
 
 
 
 
Les flavonoïdes sont répartis en six sous-groupes (flavonols, flavones, isoflavones, 
flavonones, flavanols, anthocyanidines), auxquels il faut ajouter les néo-flavonoïdes, les aurones et 
les catéchines (Bruneton, 2009). Leur poids moléculaire est plus important que celui des tanins 
hydrolysables (1 000 à 3 000 Da) (Hagerman, 2012). Les familles de flavonoïdes présentes dans les 
plantes varient selon la famille de la plante et est plus largement présente dans le règne végétal 
que les tanins hydrolysables (Bruneton, 2009). 
 
Figure 10 : Structure de base 
des tanins condensés 
Figure 9 : Structure de base des tanins 
hydrolysables 
 
Figure 10 : Structure de base des tanins 
co densés 
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Les TCs sont plus précisément définis selon (Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992; Hagerman, 
2002; Mueller-Harvey, 2006) : 
 Les monomères qui les constituent 
 La position et la stœĐhioŵĠtƌie ;αàouàβͿàde(s) la (les) liaison(s) interflavanique(s) 
 Le degré de polymérisation (nombre de flavan-3-ols) : oligomères (2 à 10 monomères) ou 
polymères (>10 monomères) 
 Le nombre de classes de flavan-3-ols dans la structure (homo ou hétéro-polymères)  
 
 Structure bio-chimique des flavan-3-ols 
 
Quatre classes de flavan-3-ols peuvent être distinguées, 
selon la position du groupement hydrogène (H) ou du groupement 
phénol (OH) aux positions R1, R2 et R3 (Figure 11).  
 
 
 
Tableau 3 : Classesàd͛hoŵopolǇŵğƌesàdeàflavaŶ-3-ols et position et nombre du groupement H ou O-H 
Flavan-3-ol Classes d’hoŵopolǇŵğres R1 R2 R3 Nombre de 
fonctions OH 
Catechol (C) Procyanidols (PCs) OH H H 5 
Epicatechol (EC) Procyanidols (PCs) H OH H 5 
Gallocatechol (GC) Prodelphinidols (PDs) OH H OH 6 
Epigallocatechol (EGC) Prodelphinidols (PDs) H OH OH 6 
Fisetinidinol  Profisetinidols H H H 4 
Robinetinidol Prorobinetinidols H H OH 5 
 
 
Les monomères de procyanidols se différencient des prodelphinidols car ces derniers 
possğdeŶtàuŶàgƌoupeŵeŶtàOHàeŶàpositioŶà‘ϯ.àC͛estàĐetteàpositioŶàspĠĐifiƋueàƋuià leuƌàdoŶŶeàleuƌà
très forte affinité pour les protéines (Aerts et al., 1999; Schofield et al., 2001). 
 
 
 
 
Figure 11 : Structure de base 
d͛uŶàflavaŶ-3-ol 
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 Structure bio-chimique des polymères 
 
Deux classes de polymères se retrouvent de façon majoritaire chez les végétaux 
supérieurs : les procyanidines (PCs) et prodelphinidines (PDs) (Tableau 3) (Bruneton, 2009). Chez 
certaines plantes comme le sainfoin (Marais et al., 2000), il est possible de rencontrer des hétéro-
oligoŵğƌes,à ĐoŵposĠsà paƌà eǆeŵpleà deà ĐateĐholà età d͛epiĐateĐholà ;pƌoĐǇaŶidiŶesͿà ouà deà
galloĐateĐholàetàd͛epiàgalloĐateĐholà;pƌodelphinidines) (Bruneton, 2009).  
 
 Le degré moyen de polymérisation des TCs est très variable. Il varie selon le stade 
végétatif de la plante : plus la plante est mature, plus le degré de polymérisation et le ratio 
PCs/PDs est élevé (Wang et al., 2015). Il varie également selon la quantité de tanins présente 
dans la plante : plus la plante en contient, plus les polymères auront des poids moléculaires 
faibles et donc plus le degré de polymérisation sera faible (Wang et al., 2015). Enfin, il varie selon 
la plante elle-même : les TCs du raisin comportent entre 2 et 7 monomères (Prieur et al., 1994) 
alors que ceux du sainfoin sont constitués de 6.5 à 9 monomères (Quijada et al., 2015; Wang et al., 
2015). Cependant, certaines études ont recensé des TCs du sainfoin comprenant entre 13.1 et 
73.7 monomères (Novobilský et al., 2011). Plus le degré de polymérisation est élevé, plus les 
polymères sont insolubles et donc leur analyse difficile, ainsi que leur activité biologique incertaine 
(Mueller-Harvey, 2006).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Les tanins sont des molécules présentes dans tout le règne végétal, qui ont la capacité de 
se fixer aux protéines. Ils font partie de 2 familles :  
 
 Les tanins hydrolysables : peuvent être scindés dans le tube digestif des 
herbivores : Les métabolites libérés peuvent être absorbés, circulés dans le sang, 
etàs͛avĠƌĠsàpaƌfoisààtoǆiƋuesàpouƌàl͛aŶiŵal.à 
 Les tanins condensés : appartiennent à la famille des flavonoïdes et sont 
davaŶtageàƌeĐeŶsĠsàĐoŵŵeàaǇaŶtàdesàd͛effetsàďĠŶĠfiƋuesàĐhezàl͛aŶiŵal. 
Elodie Gaudin | 2017 
 
 53 
5.3 Propriétés des tanins 
 
La famille des tanins présente des groupes hydroxyles et phénoliques. Cette structure 
biochimique leur confère de nombreuses propriétés telle que leur aptitude à complexer certaines 
macromolécules (notamment les protéines, des glucides, voire des ions métalliques) (Mueller-
Harvey et Mc Allan, 1992). 
 
 
5.3.1 Propriétés physico-chimiques des tanins 
 
 
Ce sont des molécules soluďles daŶs l’eau. Cette solubilité dépend de leur poids 
moléculaire et de leur degré de polymérisation (Jean-Blain, 1998; Bruneton, 2009). Les tanins 
sont également soluďles daŶs l’aĐĠtoŶe et les alĐools,à Đ͛està pouƌƋuoiàdeà Ŷoŵďƌeusesà solutioŶsà
d͛eǆtƌaĐtioŶàsoŶtàpƌĠpaƌĠesàăàďaseàd͛aĐĠtoŶe-eau ou de méthanol-eau (Makkar, 2000).   
5.3.2 Propriétés biologiques des tanins 
 
- Formation de complexes avec les protéines 
 
Ils peuvent se fixer à de nombreuses protéines et former des complexes dans une gamme de pH 
comprise entre 3.5 et 7.0 (Zimmer et Cordesse, 1996; Mueller-Harvey, 2006). Ces complexes 
peuveŶtà ġtƌeà ƌoŵpusà daŶsà l͛aďoŵasuŵà ;pH<ϯ,ϱͿà ouà daŶsà l͛iŶtestiŶà gƌġleà ;pH>ϳ,ϬͿà ;JoŶesà età
Mangan, 1977). Les tanins permettent également de créer des « ponts » avec les protéines, sans 
formation de complexes, favorisant ainsi leur précipitation (Bruneton, 2009). 
Le degré de complexation entre les tanins et les protéines dépend de leur structure et de leur 
configuration tridimensionnelle respectives (Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992; Waterman, 1999; 
Poncet-Legrand et al., 2006). La complexation sera favorisée avec des taŶiŶs d’uŶ PM assez faible 
et des protéines de conformation « ouverte », d’uŶ PM ĠlevĠ (> 20 kDa) et riches en acides 
aminées hydrophobes (exemples : proline et hydoxy-proline). La formation de ces complexes 
dépend également des conditions environnementales (pH, température, force ionique, présence 
de molécules compétitrices), et sera favorisée dans un environnement proche de leur pH 
isoélectrique (Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992; Zimmer et Cordesse, 1996; Hagerman, 2002). De 
plus,àl͛affiŶitĠàdesàtaŶiŶsàpouƌàlesàpƌotĠiŶes augmente lorsque le degré de polymérisation est plus 
élevé (Theodoridou et al., 2011) et lorsque la plante contient une proportion de PDs plus 
importante (Jones et al., 1976).  
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Deux types de complexes peuvent se créer, de surface (pH proche de 7) ou irréversible (liaisons 
covalentes formées autour des points isoélectriques des protéines, soit inférieur à 7)  (Jones et 
Mangan, 1977). 
 
 
- IŶhiďitioŶàd͛eŶzǇŵes 
 
Les tanins peuvent inactiver des enzymes, par fixation directe aux sites actifs de l’eŶzǇŵe, par 
l’eŶcombrement stérique créé par la fixation des molécules de tanins sur les enzymes, ou par 
interférence avec le substrat potentiel de nature protéique (Zimmer et Cordesse, 1996).  
 
- Activité anti-oxydante 
 
Cette activité est due aux fonctions phénoliques des tanins, présentant un fort caractère 
nucléophile et piégeant les radicaux libres (Feucht et al., 1997; Bruneton, 2009), qui sont des 
molécules ĐhiŵiƋuesà iŶstaďlesà età ƌĠaĐtives,à peƌtuƌďaŶtà leà pƌoĐessusà deà ƌĠpliĐatioŶà deà l͛áDNà età
induisant des mutations cancérigènes. Les activités antimutagènes et anticancérigènes attribuées 
aux tanins sont donc à relier à leur activité antioxydante (Barbehenn et al., 2006). 
 
- Effet antiseptique 
 
Les tanins présentent des allĠgatioŶsàd͛effets antimicrobiens (Chung et al., 1998) et antifongiques 
(Bruneton, 2009) et sont ainsi reconnus comme antiseptiques dans la pharmacopée médicale 
(Bruneton, 2009).   
 
- Effets anthelminthiques 
 
Les tanins ont également des effets anthelminthiques de par leurs effets sur les nématodes gastro-
intestinaux (Hoste et al., 2016). Ce sont ces effets qui nous intéressent dans le cadre de cette 
thèse et seront détaillés dans la partie 7. 
On retrouve deux principales classes de polymères au sein des tanins condensés : les 
prodelphinidines et les procyanidines. 
 
Les tanins présentent différentes propriétés : 
 Physicochimiques :àsoluďilitĠàdaŶsàl͛eau,àlesàalĐoolsàetàl͛aĐĠtoŶe. 
 Biologiques :à foƌŵatioŶà deà Đoŵpleǆesà aveĐà lesà pƌotĠiŶes,à iŶhiďitioŶà d͛eŶzǇŵes,à
activité antioxydante (en piègeant les radicaux libres), activité antiseptique 
(antifongique, antimicrobienne) et activité anthelminthique. 
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5.4 Plantes riches en tanins 
5.4.1 Plantes contenant des tanins hydrolysables 
 
Les THs peuvent être retrouvés chez des plantes angiospermes dicotylédones telles que 
les Fagacea (châtaigner), Anacardiacea et Geraniaceae (Bruneton, 2009). En revanche, les tanins 
hydrolysables (THs) ne sont pas présents chez les Gymnospermes et les Monocotylédones (Jean-
Blain, 1998).  
 
5.4.2 Plantes contenant des tanins condensés 
 
Dans le règne végétal, les TCs sont plus largement répartis que les THs (Jean-Blain, 1998) 
puisƋu͛ilsàsoŶtàpƌĠseŶtsàĐhezàlesàangiospermes et chez les gymnospermes (Bruneton, 2009). 
Les Fabacea (Légumineuses), comprennent de nombreuses plantes riches en TCs, 
contenant des TCs entre 2 à 5 % de la MS : Onobrychis viciifolia (sainfoin), Hedysarum coronarium 
(sulla), Lotus pedunculatus et corniculatus ;lotieƌà pĠdoŶĐulĠà età ĐoƌŶiĐulĠͿ.à D͛autƌesà espèces en 
contiennent de faibles quantités (ex : Medicago sativa L., la luzerne) (Bruneton, 2009). 
La présence de TCs dans de multiples Légumineuses tropicales comme par exemple Acacia 
mearnsii ou Lysiloma latisiliquum, aàpeƌŵisàl͛eǆploitatioŶàdeàĐesàplaŶtesàloĐalesàafiŶàdeàƌĠduiƌeàles 
infestations parasitaires de petits ruminants (Cenci et al., 2007; Brunet et al., 2008b). 
Enfin, des co-produits de l͛iŶdustƌieà deà l͛aliŵeŶtatioŶà huŵaiŶeà issusà ŶotaŵŵeŶtà desà
espèces de la famille des Bétulacea comme la noisette (Corylus avellana) contiennent des TCs (Del 
Rio et al., 2011; Desrues et al., 2012; Girard et al., 2013).  
 
 
Figure 12 : Exemples de Légumineuses riches en TCs 
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5.5 Facteurs de variations de la teneur en tanins condensés 
 
 
- L͛espğĐeàvĠgĠtaleàouàlaàvaƌiĠtĠ (facteurs intrinsèques) 
Selon les familles botaniques et variétés, des variations de teneurs en tanins entre les plantes ont 
été observées (Mueller-Harvey, 2006; Stringano et al., 2012).  
La famille des Légumineuses est par exemple une famille botanique très variable en termes de 
teneur et de nature des tanins présents au sein de ses espèces. Certaines plantes sont considérées 
sans tanins comme par exemple la luzerne aloƌsàƋu͛oŶàpourra en retrouver plus de 100 fois plus 
dans le sainfoin (Marais et al., 2000).  
 
De même, au seiŶ d’uŶ ŵġŵe geŶre, des différences entre deux espèces peuvent être 
remarquées : le lotier pédonculé contient entre 16 et 80 g de TCs/kg MS (Foo et al., 1997; Copani, 
2015) alors que le lotier corniculé en contient entre 8 et 47 g/kg MS (Foo et al., 1996; Copani, 
2015). Au seiŶ d’uŶe ŵġŵe plaŶte, des variations de la teneur en TCs ont été observées selon les 
variétés, comme par exemple chez le sainfoin (Manolaraki, 2011; Malisch et al., 2015). 
Selon la partie de la plante, les teneurs en TCs sont également variables : plus de PCs ont par 
exemple été retrouvés dans la tige du sainfoin alors que les feuilles contenaient plus de PDs 
(Theodoridou et al., 2010; Malish et al., 2015). 
 
Des facteurs génétiques, le stade végétatif et l’âge de la plante peuvent aussi influencer la teneur 
en TCs (Kotze et al., 2009; Theodoridou et al., 2011; Azuhnwi et al., 2013ab; Grabber et al., 2014). 
Loƌsà deà laà ĐƌoissaŶĐeà deà l͛appaƌeilà vĠgĠtatif,à ilà aà été observé une dilution des tanins, un 
changement de la quantité et de la qualité des tanins présents dans les feuilles (comme par 
exemple une augmentation du degré de polymérisation), ainsi qu'une augmentation du degré de 
polymérisation des tanins (Makkar et al., 1991). De la même façon, le pourcentage de 
prodelphinidols est passé de 60% à 95% au cours de la maturation dans le sainfoin (Koupai-
Abyazani et al., 1993). 
 
 
- L'environnement (facteurs extrinsèques)  
L’eŶviroŶŶeŵeŶt de Đulture de la plante,àĐoŵŵeàpaƌàeǆeŵpleàl͛aŶŶĠeàdeàƌĠĐolte,àdiffĠƌaŶtàseloŶà
les conditions météorologiques, peut impacter la quantité de tanins (Medjekal, 2016). 
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Le stress est le facteur extrinsèque influençant le plus la teneur eŶàtaŶiŶsàd͛uŶeàplaŶte,àpuisƋueàlaà
production des tanins est augmentée en réponse à un stress nutritif, environnemental (hydrique, 
appauvrissement du sol, ou ensoleillement trop fort) (Bennick, 2002) ou à une agression par des 
insectes (Feucht et al., 1997).    
 
Enfin, les processus technologiques tels que la récolte (la coupe) ou les différents modes de 
conservation comme le séchage ăà l͛aiƌà liďƌe,à laàdéshydraration ouà l͛ensilage peuvent également 
impacter la composition en polyphénols (Azuhnwi et al., 2011). Les modes de conservation à haute 
température (ensilage ou déshydratation sous forme de granulés) peuvent conduire à une plus 
forte conversion des tanins de la forme libre vers la forme liée aux protéines (Terrill et al., 1992; 
2007; Minnée et al., 2002; Lorenz et Udén, 2011). 
Les tanins condensés sont des métabolites présents dans de nombreux végétaux supérieurs. 
 
A la différence des tanins hydrolysables (seulement présents chez les angiospermes 
dicotylédones), les TCs sont également présents chez les gymnospermes. Au sein des 
angiospermes, ils sont notamment largement présents au sein des Légumineuses, y compris 
tropicales, et dans divers co-produits industriels. 
 
LeuƌàteŶeuƌàvaƌieàseloŶàl͛espğĐeàvĠgĠtaleà;ŶotaŵŵeŶtàlesàfaŵillesàďotaŶiƋuesàetà les variétés), les 
oƌgaŶesàdeàlaàplaŶte,àleàstadeàvĠgĠtatif,àl͛eŶviƌoŶŶeŵeŶtàdeàĐultuƌe,àlesàpƌoĐessusàteĐhŶologiƋuesà
(récolte, fanage, ensilage ou déshydratation) et selon les stress que va subir la plante. 
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6. Méthodes de dosage des tanins  
 
Les tanins sont des molécules formant des structures complexes, et leur dosage précis est 
souvent délicat. Des méthodes spécifiques permettent de doser les TCs. Des revues des années 
2000 listent ces méthodes (Mueller-Harvey, 2001; Huemmer et Schreier, 2008; Salminen et 
Karonen, 2011). Des méthodes plus réceŶtesàoŶtàĠtĠàdĠveloppĠesàpouƌàďutàaŵĠlioƌeƌàl͛aŶalǇseàdesà
tanins (Grabber et al., 2013; Engström et al., 2014; Zeller et al., 2015). Parallèllement, des 
méthodes simples de dosage des tanins totaux existent depuis longtemps fondées sur  leurs 
propriétés physico-chimiques ou biologiques. Dans le cas du sainfoin, comme chez toutes les 
légumineuses tempérées, tous les tanins présents sont des TCs (Brunet, 2008). Dans ce cas, les 
méthodes de dosage des tanins totaux correspondent au dosage des TCs.  
6.1 Dosage des tanins condensés par des méthodes 
spécifiques 
 
Les TCs peuvent être libres dans la plante ou fixés aux protéines, rendant leur analyse plus 
délicate. Une fois les liaisons rompues et les TCs extraits, différentes méthodes colorimétriques 
peuvent les doser: 
 
- La méthode à la vanilline (spécifique des flavanols, Hagerman, 2002) dépend de la réaction de la 
vanilline avec le groupement flavonoïde terminal des TCs formant des complexes colorés (Makkar, 
2000; Schofield et al., 2001).  
 
- La méthode du butanol-HCl (Porter et al., 1986), spécifique des TCs, est basée sur la réaction de 
dépolymérisation des TCs en milieu acide, libérant des anthocyanidines, correspondant aux 
ŵoŶoŵğƌesàĐlivĠsà ;SĐhofieldàetàal.,àϮϬϬϭ;àGƌaďďeƌàetàal.,àϮϬϭϯͿ.àC͛està laàŵĠthodeàdeàdosage des 
TCs la plus utilisée (Makkar, 2000; Schofield et al., 2001; Hagerman, 2002).   
 
- La thiolyse ;ŵĠthodeà ďasĠeà suƌà leà Đlivageà desà liaisoŶsà iŶteƌflavaŶiƋuesà eŶà pƌĠseŶĐeà d͛uŶà
nucléophile, Mueller-Harvey, 2006) couplée à une HPLC, permet de quantifier les TCs, de 
déterminer le degré de polymérisation moyen des TCs, la nature des monomères terminaux et 
même la proportion de flavan-3-ols, de PDs et de PCs (Engström et al., 2014; Zeller et al., 2015). 
Elle est donc plus précise que la méthode butanol-HCl par exemple. 
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- L͛aŶalǇseàeŶà spectrométrie de masse ou par RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) permet 
d͛aŶalǇseƌàdesàeǆtƌaitsàouàfƌaĐtioŶsàdeàTCsà;SĐhofieldàetàal.,àϮϬϬϭ;à)elleƌàetàal.,àϮϬϭϱͿ.ààà 
6.2 Dosage des tanins par des méthodes simples 
6.2.1 Méthode biochimique de Folin-Ciocalteu 
 
Elle utilise le réactif de Folin-Ciocalteu, spécifique des phénols. Elle se décompose en deux 
étapes de dosages colorimétriques successifs : elle dose premièrement les phénols totaux puis, 
après ajout de PolyVinyl PolyPyrrolidone ;PVPPͿàƋuiàseàlieàauǆàtaŶiŶsàpƌĠseŶtsàdaŶsàl͛eǆtƌait,àelleà
peƌŵetàd͛oďteŶiƌàlaàpƌopoƌtioŶàdeàphĠŶolsàŶoŶ-tanniƋuesàd͛uŶàeǆtƌaitàaĐĠtoŶiƋueà;FoliŶàetàDeŶis,à
1915; Makkar, 2000; Mueller-Harvey, 2006; Rover et Brown, 2013). La teneur en tanins totaux 
peut être déterminée par différence entre les phénols totaux et les phénols non-taniques.  
 
6.2.2 Méthodes biologiques 
 
Elles se basent sur les propriétés biologiques des TCs : 
- Méthodes basées sur l’iŶhiďitioŶ d’eŶzǇŵes (trypsine par exemple) (Schofield et al., 2001). 
 
- Une méthode basée sur la propriété des tanins à réduire la production de gaz lors de 
fermentations anaérobies (Makkar et al., 1995; Makkar, 2000; Mueller-Harvey, 2006). 
6.2.3 Méthode de précipitation des protéines 
 
 
La méthode de Diffusion Radiale est basée sur la propriété des tanins à se fixer aux 
pƌotĠiŶes.àL͛eǆtƌaitàdeàlaàplaŶteàăàtesteƌàestàplaĐĠàauàseiŶàd͛uŶàpuitsàdaŶsàuŶàgelàd͛agaƌoseàetàsoŶà
pouvoir de complexation avec les protéines est mis en évidence par la formation de cercles de 
précipitation dans ce gel (Hagerman, 1987; 2002; Mueller-Harvey, 2006).  
6.2.4 Dosage des tanins totaux par la spectroscopie en milieu 
infra-rouge proche 
 
 Généralités 
La technique de spectroscopie en proche infra-rouge (SPIR), située entre les longueurs 
d͛ondes 10-6 et 2.5 x 10-6 duàspeĐtƌeàĠleĐtƌoŵagŶĠtiƋueà ;FiguƌeàϭϯͿ,àestàaujouƌd͛huiàtƌğsàutilisĠeà
daŶsà lesà eŶtƌepƌisesà faďƌiƋuaŶtàdesà aliŵeŶts,à afiŶàd͛aŶalǇseƌà ăà faiďleà Đoûtà etàdeà façoŶà ƌapideàetà
automatisée des produits solides ou liquides. 
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Figure 13 : ‘ĠgioŶsàduàspeĐtƌeàĠleĐtƌoŵagŶĠtiƋueàetàloŶgueuƌsàd͛oŶdeàĐoƌƌespoŶdaŶtes 
 
 
La méthode SPIR  repose sur le priŶĐipe de ŵesure de la rĠfleǆioŶ ;ou de l’aďsorďaŶĐeͿ de la 
lumière par des objets (les échantillons de plantes). Les spectƌesàƌĠĐoltĠsàvoŶtàpeƌŵettƌeàd͛Ġtaďliƌà
une équation de calibration, par la mise en relation des spectres avec des données chimiques 
d͛uŶeàŵĠthodeàdeàlaďoƌatoiƌeàdeàréférence (Siesler et al., 2002; Dykes et al., 2014). 
 
 
 Appareil 
L͛appaƌeilà peutà ġtƌeà uŶà sǇstème multicanal, un 
filtre factoriel, un photomètre à filtre, un 
spectromètre à réseau, à filtre acousto-optique 
réglable, à barrette de diodes, à diodes 
électroluminescentes ou encore un spectromètre à 
transformée de Fourier, incluant un interféromètre 
de Michelson : le rayon lumineux en direction de 
l͛ĠĐhaŶtilloŶà peutà pƌeŶdƌeà deuǆà tƌajetsà optiƋuesà
différents, une interférence peut donc se créer. 
 
Le rayon lumineux émis par la source va frapper un miroir ou lame séparatrice transmettant 50% 
deàl͛iŶteŶsitĠ luŵiŶeuseàetàƌĠflĠĐhissaŶtàϱϬ%àdeàl͛iŶteŶsitĠàƌestaŶteà;FiguƌeàϭϰͿà;Deƌouault,àϭϵϵϰͿ.  
 
L͛appaƌeilà iŶfƌaƌougeà pƌoĐheà vaà peƌŵettƌeà d͛aĐƋuĠƌiƌà desà doŶŶĠes speĐtrales d’aďsorptioŶ des 
molécules présentes dans les produits analysés. La radiation qui sera émise et entrera en contact 
aveĐà l͛ĠĐhaŶtilloŶàpouƌƌaàġtƌeàabsorbée, réfléchie ou transmise ;Fatela,àϮϬϭϮͿ.àL͛iŶteŶsitĠàdeàĐesà
radiations incidentes (I0) sera égale à la somme des intensités des radiations transmises (IT), 
absorbées (IA) et réfléchies (IR) : I0 = IT + IA + IR. 
 
 
 
Figure 14 : Fonctionnement du 
spectromètre à transformée de Fourier 
(Source : Université Claude Bernard, Lyon) 
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 SpeĐtƌeàd͛aďsoƌptioŶ 
LoƌsƋu͛uŶàĠĐhaŶtilloŶàestàsouŵisàăà laà luŵiğƌeà iŶfƌaƌouge,à ilàvaàabsorber dans ce rayonnement, à 
desà loŶgueuƌsà d͛oŶdeà Đoŵpƌisesà eŶtƌeà 780 et 1400 nm.à L͛aďsoƌptioŶà deà ĐhaƋueà ĠĐhaŶtilloŶà
permet la caractérisation de l͛ĠĐhaŶtilloŶ :à l͛aďsoƌptioŶàestà typique de ses liaisons chimiques et 
physicochimiques (voir figure 15 les groupements chimiques présents pour le spectre du sainfoin). 
En revanche, à la différence des spectres récoltés en région infra-rouge moyen, il est difficile 
d͛iŶteƌpƌĠteƌàdesàspeĐtƌesàaĐƋuisàdaŶsàl͛iŶfƌaƌougeàpƌoĐhe :àlesàpiĐsàd͛aďsoƌptioŶsàĠŶeƌgĠtiƋuesàseà
ĐhevauĐheŶtàetàƌeŶdeŶtàaiŶsiàl͛assigŶatioŶàdiffiĐileà;Giordanengo et al., 2009). 
 
Figure 15 : SpeĐtƌeàd͛uŶàĠĐhaŶtilloŶàdeàsainfoin en région infra-rouge récolté par un spectrophotomètre, et ses 
absorptions caractéristiques (overtone = oscillation harmonique) 
 
 
 La chimiométrie 
C͛està laà sĐieŶĐeàpeƌŵettaŶtàd’eǆtraire de l’iŶforŵatioŶ ĐaraĐtĠrisaŶt les speĐtres (Fontanges et 
Chauchard, 2009). Elle comprend des méthodes statistiques qui permettent de transposer des 
informations obtenues, via la chimie, sur des échantillons. Un nombre conséquent de données 
spectrales est nécessaire afin de prédire de façon la plus précise possible la valeur des échantillons 
ultérieurs. 
Deux méthodes sont utilisées (Bertrand et Dufour, 2000; Adu-Amankwa et al., 2011) : 
 
- La régression linéaire,à ƌeliaŶtà uŶeà vaƌiaďleà ƋuaŶtitativeà Yà ;Ƌueà l͛oŶà ĐheƌĐheà ăà pƌĠdiƌeͿà ăà desà
vaƌiaďlesàǆà;ĐoƌƌespoŶdaŶtàăàl͛aďsoƌďaŶĐe,àăàuŶeàloŶgueuƌàd͛oŶdeàdoŶŶĠeͿ.à 
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-  La méthode Partial Least Squares (= méthode des moindres carrés) comprend 3 étapes : 
- Les données spectrales vont permettre de générer des composantes principales qui seront 
combinées pour reconstruire les spectres d͛ĠtaloŶŶage. 
- L͛aŶalǇseà desà ŵoiŶdƌesà ĐaƌƌĠsà vaà Đoŵpaƌeƌà lesà valeuƌsà pƌĠditesà aveĐà lesà valeuƌsà deà
références, engendrant, après régression, le vecteur de régression. 
- PouƌàtoutàspeĐtƌeàd͛uŶàŶouvelàĠĐhaŶtilloŶàƌĠĐoltĠ,àleàveĐteuƌàdeàƌĠgƌessioŶàpƌĠĐĠdeŵŵeŶtà
obtenu sera multiplié aux nouvelles données spectrales, permettant de prédire 
l͛ĠĐhaŶtilloŶ. 
 Utilisation de la spectroscopie proche infra-rouge en agriculture 
 
Les premiers essais ont été répertoriés avec des analyses de fourrages (Norris et al., 1976).  
 
De nombreux constituants ont ainsi été prédits par la SPIR : 
- L’huŵiditĠ est la plus dominante, due à ses absorptions caractéristiques (1870-1945 nm 
et 1430-1450 nm) (Roberts et al., 2004). 
- Les protéines, avec des prédictions précises (R² > 0.95), dues aux fortes absorptions N-H 
dans la région infrarouge proche (Mc Graw et Marten, 1986; Roberts et al., 2004). 
- Les glucides, fibres, cendres (Gossen et al., 1994; Givens et Deaville, 1999). 
La digestibilité etàl͛énergie métabolisable ont également déjà été prédites via la SPIR (Redshaw et 
al., 1986; Windham et al., 1991). 
 
EŶàƌevaŶĐhe,àdaŶsàlesàfouƌƌagesà;ăàl͛iŶveƌseàdesàgƌaiŶsͿ,àlesàlipides sont peu souvent prédits, dû à 
de faibles teneurs et à une variabilité faible, ce qui rend difficile le développement des équations. 
De même pour les minéraux, les résultats sont souvent de moins bonne précision, en raison de la 
non absorption des minéraux dans la région infra-rouge (Van Kempen, 2001). 
 
Des études ont déjà conduit au développement de calibrations permettant de prédire la teneur 
en tanins condensés de différentes plantes comme le lotier (Roberts et al., 1993), le sorgho 
(Dykes et al., 2014), Lathyrus spp. (Goodchild et al., 1998), sericea lespedeza (Windham et al., 
1988; Petersen et al., 1991; Wheeler et al., 1996), Pinus caribaea (Adu-Amankwa et al., 2011), ou 
diverses plantes méditerranéennes (Mancilla-Leytón et al., 2014). 
CeƌtaiŶesàĠtudesàoŶtàĠgaleŵeŶtàpeƌŵisàd͛ĠvalueƌàlesàĐapaĐitĠsàantioxydantes de maïs ou de miels 
de différentes origines botaniques (Redaelli et al., 2016; Tahir et al., 2016). 
Elodie Gaudin | 2017 
 
 63 
Il existe une grande diversité deàŵĠthodes,àplusàouàŵoiŶsàsophistiƋuĠesàpeƌŵettaŶtàl͛aŶalǇseàdesà
polyphénols et plus précisément des tanins condensés. 
 
Certaines méthodes sont spécifiques des TCs comme la méthode au Butanol-HCl mais longues à 
mettre en œuvƌe. 
La méthode biochimique de dosage de tanins totaux Folin-Ciocalteu est non spécifique des TCs. 
La méthode de précipitation avec les protéines par diffusion radiale se base sur les propriétés 
des tanins à se fixer aux protéines. Elle indique le niveau de complexation des TCs avec les 
protéines mais ne quantifie Ƌu͛iŶdiƌeĐteŵeŶt les TCs présents. 
 
Enfin, la technique de spectroscopie en milieu infra-rouge proche permetàd͛ĠtaďliƌàdesàĠƋuatioŶsà
de calibration qui pourront prédire les valeurs de nouveaux échantillons de façon rapide. 
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7. Effets des tanins condensés chez les animaux parasités 
et sur les nématodes gastro-intestinaux 
7.1 Généralités 
 
áà l͛iŶveƌseà desà THs,à peuà d͛Ġtudesà ƌeĐeŶseŶtà uŶeà toǆiĐitĠà aiguëà suite à l'ingestion par 
l'animal de TCs (Butter et al., 1999). Ce sont essentiellement des effets négatifs sur l’appĠtit et 
l’iŶgestioŶ, sur la physiologie digestive (diminution de la digestibilité de l'aliment) et sur la 
production qui ont été observés avec une consommation excessive de ressources très riches en 
TCs (> 10% de la MS de la ration) (Aerts et al., 1999; Min et al., 2003; Mc Sweeney et al., 2008).  
A des doses plus modérées, de nombreuses études ont mis en évidence plusieurs effets 
bénéfiques des tanins condensés. Un apport faible à modéré (< 10% de la matière sèche) a été 
associé à des effets favorables sur l’iŶgestioŶ des aliŵeŶts (Waghorn et al., 1987; Terrill et al., 
1992), à une moindre protéolyse ruminale (Aerts et al., 1999; Min et al., 2003) et à une réduction 
de la produĐtioŶ de ŵĠthaŶe et d’aŵŵoŶiaƋue (Animut et al., 2008; Niderkorn et al., 2016) 
associée à uŶ ŵeilleur tauǆ de protĠiŶes digestiďles daŶs l’iŶtestiŶ (Waghorn, 2008). En terme de 
productions, des études ont relevé une meilleure croissance, et une meilleure qualité de viande 
et de lait ;plusà foƌtà tauǆà d͛oŵĠgasà ϯà età d͛aĐideà liŶolĠiƋueͿ,à ouà deà laine (augmentation de la 
quantité et de la qualité de la toison) (Rochfort et al., 2008; Girard et al., 2015; 2016). 
 
La suite de cette partie sera focalisée sur les effets anthelminthiques des tanins condensés 
chez les petits ruminants. Bien que les mécanismes précis ne soient pas encore clairement 
identifiés, les effets des TCs sur les nématodes GIs des petits ruminants sont largement étudiés 
depuis uŶe viŶgtaiŶe d’aŶŶĠes (Niezen et al., 1996; Hoste et al., 2016).  
Lesà pƌiŶĐipalesàplaŶtesàd͛iŶtĠƌġtà daŶsà Đesà Ġtudesà oŶtà ĠtĠà lesà Légumineuses fourragères comme 
sericea lespedeza (Lespedeza cuneata), le sulla (Hedysarum coronarium) ou le sainfoin (Onobrychis 
viciifolia). Leurs propriétés AHs ont été de nombreuses fois démontrées (Hoste et al., 2012; 2015; 
2016). Récemment, des plantes tropicales et des co-pƌoduitsà deà l͛iŶdustƌieà deà l͛aliŵeŶtatioŶà
humaine, comme par la noisette (Corylus avellana), à teneurs intéressantes en TCs, ont été utilisés 
dans des études réalisées sur des caprins et ovins (Cenci et al., 2007; Desrues et al., 2012; Girard 
et al., 2013; Oliveira et al., 2013; Costa-Júnior et al., 2014). Le rôle précis des tanins dans les effets 
oďseƌvĠsà aà ĠtĠà dĠteƌŵiŶĠà ăà l͛aide d’iŶhiďiteurs de taŶiŶs comme le polyéthylène glycol ou le 
PolyVinyl PolyPyrrolidone (PVPP) (Brunet et al., 2008b).    
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 Les études réalisées avec les plantes contenant des tanins condensés ont montré des effets 
sur les trois principaux stades du cycle de vie des nématodes (Hoste et al., 2016) : 
- Larves infestantes L3s : une moindre installation des L3s Đhezà l͛hƀteà aà ĠtĠà oďseƌvĠeà Đhezà lesà
animaux consommant des plantes riches en TCs (Mupeyo et al., 2011). 
- Vers adultes : une diŵiŶutioŶà d͛œufsà paƌà gƌaŵŵe de fèces a été observée chez les animaux 
consommant des plantes contenant des TCs, reliée à une diminution du nombre de vers et/ou 
une moindre fertilité des vers femelles (Costa-Júnior et al., 2014; Kommuru et al., 2015). 
- Œufs : un moindre développement des œufs eŶ larves a été observé chez les animaux 
consommant des plantes contenant des TCs (Shaik et al., 2006). 
7.2 Effets in vitro des tanins condensés sur la biologie des 
nématodes  
 
áfiŶàdeàvĠƌifieƌàl͛effetàaŶthelŵiŶthiƋueàdeàplaŶtesàƌiĐhesàeŶàtaŶiŶsàcondensés, des tests in 
vitro destinés à différents stades parasitaires sont disponibles (Tableau 4 et Figure 16). Ils 
ĠŵaŶeŶtàdeàtestsàdĠveloppĠsàpouƌàŵesuƌeƌàl͛effiĐaĐitĠàdesàáHsàĐhiŵiƋuesà;Woodàetàal.,àϭϵϵϱͿ. 
 
Tableau 4 : Tests in vitro utilisĠsàafiŶàd͛Ġvalueƌàl͛aĐtivitĠàaŶthelŵiŶthiƋueàdeàƌessouƌĐesàƌiĐhesàeŶàtaŶiŶsàĐoŶdeŶsĠs : 
stades et action ciblés sur les vers (Source : Jackson et Hoste, 2010; Hoste et al., 2016) 
Tests Stades 
ciblés 
Action sur les vers Références 
EHA : Egg Hatch Assay Œufs Eclosion Hernández-Villegas et al., 2011 
Vargas-Magaña et al., 2014 
LDIA : Larval Development 
Inhibition Assay 
Œufsà 
L3s 
Développement des 
œufsàeŶàLϯ 
Molan, 2014 
Anthanasiadou et al., 2001 
LFIA : Larval Feeding 
Inhibition Assay 
Larves L1 Alimentation des L1s Desrues et al., 2016b 
Novobilský et al., 2011; 2013 
LMIA : Larval Migration 
Inhibition Assay 
Larves L3 Mobilité des L3s Calderón-Quintal et al., 2010 
Alonso-Díaz et al., 2008ab; 2011 
LEIA : Larval Exsheatment 
Inhibition Assay 
Larves L3 Dégainement des L3s Quijada, 2015; Quijada et al., 2015 
Klongsiriwet et al., 2015 
AMIA : Adult Mobility 
Inhibition Assay 
Adultes Mobilité et viabilité 
des vers adultes 
Hoste et al., 2009 
Paolini et al., 2004 
IVDC : In Vitro Direct 
Challenge 
Larves L3 Pénétration  des L3 
dans la muqueuse 
abomasal 
Brunet et al., 2008a 
Jackson et al., 2004 
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Figure 16 : Stades des nématodes ciblés par les tests in vitro et relation avec le cycle biologique (AMIA = Adult Mobility 
Inhibition Assay ; EHA = Egg Hatch Assay ; LFIA = Larval Feeding Inhibition Assay ; IVDC = In Vitro Direct Challenge ; 
LMIA = Larval Migration Inhibition Assay ; LEIA = Larval Exsheatment Inhibition Assay 
 
Les  concentrations de TCs utilisées pour ces tests in vitro ont été calculées par référence à 
des concentrations observées in vivo (Terrill et al., 1994; Molan et al., 2002). 
En revanche, les résultats in vitro Ŷeà pƌeŶŶeŶtà pasà eŶà Đoŵpteà l͛iŶflueŶĐeà deà l͛iŵŵuŶitĠà desà
animaux et de leur statut physiologique et une vérification in vivo est donc nécessaire.  
7.3 Effets in vivo des tanins condensés sur la biologie des 
nématodes 
 
Les études in vivo ƌĠalisĠesàafiŶàdeàvĠƌifieƌà l͛effetàdesàTCsàsuƌà leàpaƌasitisŵeàGIàdesàpetitsà
ruminants peuvent se dérouler en conditions expérimentales contrôlées ou loƌsà d͛infestations 
naturelles (Hoste et al., 2016). Elles sont basées sur différentes espèces parasites et les 
ressources sont proposées sous différentes formes. Le tableau 5 recense quelques études 
réalisées avec diverses plantes riches en TCs qui ont montré des effets positifs sur les infestations 
parasitaires d'ovins et de caprins et la figure 17 recense les stades de nématodes ciblés par ces 
tests in vivo et la variabilité des résultats obtenus selon les études. 
 
Plusieurs tests in vitro peƌŵetteŶtà d͛eǆploƌeƌà l͛effetà peƌtuƌďaŶt des tanins sur différents 
stades des vers.  Seuls certains essais (LFIA, LEIA, EHA) permettent le calcul de la dose 
d͛iŶhiďitioŶàăàϱϬ%à;ECϱϬͿ. 
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Tableau 5 : Eǆeŵplesàd͛Ġtudesàin vivo réalisées avec des plantes riches en TCs (G = Granulé ; F = Fourrage ; P = 
Péricarpe ; Fe = Feuille ; E = conditions expérimentales contrôlées ; N = infestations naturelles, O = Ovins, C = Caprins, 
H. c = H. contortus ; T. c = T. colubriformis ; Te. c = T. circumcincta ; C. o = C. ovina ) (Source : Hoste et al., 2016) 
Ressource et 
famille 
botanique 
Forme Condi- 
-tions 
Hôte Parasite Durée 
d͛adŵiŶistƌatioŶà
des plantes 
Principaux 
résultats 
Référence 
Pistache 
(Pistacia 
lentiscus) 
Anacardiacae 
Fe E C T. c 
Te. c 
C. o 
24 j OPG réduits Landau et al., 
2010 
Noisette 
(Corylus 
avellana) 
Betulacae 
P E C H. c 
T. c 
 
14 j Réduction des 
OPG,àdeàl͛à
installation des 
L3  etde fertilité 
des ♀ H.c 
Desrues et al., 
2012 
Lotier pédonculé 
(Lotus 
pedunculatus) 
Fabacea 
F E O T. c 
Te. c 
42 j OPG réduits, 
moins de vers 
femelles Te.c 
Niezen et al., 
1998 
Sericea 
lespedeza 
(Lespedeza 
cuneata) 
 
Fabacea 
F E C H. c 
T. c 
Te. c 
7 sem OPG réduits, 
moins de L3s et 
de vers adultes 
H. c 
Shaik et al., 2006 
G E C H. c 28 j OPG réduits, 
cuticules des 
vers 
endommagées 
Kommuru et al., 
2015 
G N C H. c 
T. c 
Te. c 
6 sem OPG réduits, 
moins de vers 
adultes et de L3s 
Terrill et al., 
2009 
Sainfoin 
(Onobrychis 
viciifolia) 
 
Fabacea 
F E O H. c 
T. c 
 
6 sem OPG réduits, 
moins de vers 
H.c, moindre 
fertilité des ♀ H.c 
Arroyo-Lopez et 
al., 2014 
 
 
 
Elodie Gaudin | 2017 
 
 68 
 
Figure 17 : Résumé des principaux effets constatés sur les divers stades des nématodes in vivo et variabilité des 
résultats observés 
ϳ.ϰ Mode d’aĐtioŶ des taŶiŶs sur les ŶĠŵatodes gastro-intestinaux 
7.4.1 Effet direct  
 
 
L͛hǇpothğseàd͛uŶeàaĐtioŶàdiƌeĐteàdueàauǆàpropriétés intrinsèques des TCs (Min et al., 2003; 
Hoste et al., 2006) a été émise en raison des résultats des essais fonctionnels in vitro, pour 
lesƋuelsàauĐuŶà faĐteuƌà liĠàăà l͛aŶiŵalàŶ͛interfère. Cette hypothèse a été confortée par la mise en 
évidence en conditions  in vitro, et in vivo  viaà l͛utilisatioŶà deà ŵĠthodesà deà microscopie 
électronique à transmission ou à balayage, des lésions  affectant divers tissus des nématodes 
(cuticule, tube digestif) après contact avec des plantes riches en TCs (Martínez-Ortíz de 
Montellano et al., 2013; 2015; Williams et al., 2014; Hoste et al., 2016). La capacité des TCs à 
former des complexes avec les  protéines et glycoprotéines de la gaine des larves infestantes, de 
laà ĐutiĐuleà ouà deà l͛Ġpitheliuŵà digestifà desà veƌsà adultesà eǆpliƋueƌaità eŶà paƌtieà Đesà effetsà diƌeĐtsà
(Molan et al., 2002; Min et al., 2003; Hoste et al., 2006) en perturbant le dégainement, la mobilité 
des vers ou leur nutrition (Brunet, 2008). 
Des études in vivo ont confirmé cet effet par observation des muqueuses intestinales 
(Athanasiadou et al., 2001; Brunet et al., 2008b). 
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7.4.2 Effet indirect 
 
Les TCs pourraient également agir de manière indirecte sur la biologie des nématodes, en 
amélioraŶt la rĠpoŶse iŵŵuŶitaire de l’hôte, notamment grâce à leur rôle protecteur contre les 
dégradations ruminales des protéines,à Ƌuià favoƌiseŶtà uŶà fluǆà deà PDIá,à l͛aďsorption intestinale 
d͛aĐidesà aŵiŶĠsà età doŶĐà eŶtƌaiŶeà uŶeà aŵĠlioƌatioŶà deà laà ŶutƌitioŶà pƌotĠique et de la réponse 
loĐaleàdeàl͛hƀteàdaŶsàlesàŵuƋueusesà;CoopàetàKǇƌiazakis,àϭϵϵϵ;àHosteàetàal.,àϮϬϭϮ;àTedesĐhiàetàal.,à
2014). 
7.5 Effets des tanins condensés sur la résilience des animaux 
 
 De nombreuses études citées précédemment ont également étudié l͛effetàdesàTCsà suƌà laà
résilience des petits ruminants. Pour résumer, de manière générale, les résultats suivants ont été 
observés (Hoste et al., 2016) : 
- Meilleurs paramètres de production : meilleure croissance des agneaux (Niezen et al., 
1996) ou plus forte production de lait (Hoste et al., 2005) ; 
- DiŵiŶutioŶàdesàsigŶesàd͛aŶĠŵieà;siàiŶfestatioŶàpaƌàdesàpaƌasitesàhĠŵatophagesͿ (Paolini 
et al., 2005) ; 
- Moins de mortalité (Min et al., 2005). 
Ces effets sur la résilience sont à mettre en parallèle au moins en partie avec la qualité nutritive 
des Légumineuses fourragères, pouvant améliorer les performances (Githiori et al., 2006). En 
effet, la teneur en protéines et les effets de protection des TCs vis-à-vis des dégradations 
ruminales (augmentation du taux de PDIA) peuvent avoir participé aux effets observés (Waghorn, 
2008). Les mécanismes expliquant cette meilleure résilience demeurent mal connus. 
7.6 Variabilité des effets 
7.6.1 En fonction du parasite 
  
La plupart des essais in vitro ŵettaŶtàeŶàœuvƌeàplusieuƌs espèces de parasites ont conclu à 
des rĠsultats diffĠreŶts seloŶ l’espğĐe parasite.à Pouƌà uŶeàŵġŵeà ĐoŶĐeŶtƌatioŶà d͛uŶà eǆtƌaità deà
sainfoin par exemple,àuŶeàiŶhiďitioŶàdeàlaàŵigƌatioŶàdesàLϯsàd͛H. contortus et de T. colubriformis a 
été observée mais pas de T. circumcincta (Paolini et al., 2004). Cette variabilité pouƌƌaitàs͛eǆpliƋueƌà
par des différences intrinsèques de sensibilité des nématodes GIs aux TCs (Quijada et al., 2015). 
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In vivo, des conclusions similaires ont été exposées (Shaik et al., 2006). De nombreux essais 
ont relevé des divergences sur les résultats selon les espèces intestinales ou abomasales 
(Athanasiadou et al., 2001; Paolini et al., 2003; 2005). Cette variabilité des résultats s͛eǆpliƋueàpaƌà
des différences de disponibilité des TCs libres seloŶ l’orgaŶe digestif où ils sont localisés, jouant 
uŶàƌƀleàsuƌàl͛eǆpositioŶàdesàveƌsàauǆàTCsà;Quijada,àϮϬϭϱ;àDesƌuesàetàal.,àϮϬϭϲďͿ.àLaàdispoŶiďilitĠàdesà
TCs sous forme libre est dépendante du pH :àl͛aĐiditĠàdeàl͛aďoŵasuŵàfavoƌiseƌaitàlaàliďĠƌatioŶàdesà
TCsà fiǆĠsà auǆà pƌotĠiŶesà salivaiƌesà ouà aliŵeŶtaiƌesà pouƌà lesà liďĠƌeƌà Đoŵŵeà taŶiŶsà liďƌesà età Ƌu͛ilsà
aillent ensuite potentiellement se fixer sur les nématodes gastro-intestinaux (Hoste et al., 2016). 
Dans la majorité des études, H. contortus ou plus généralement les espèces abomasales, se 
sont montrées plus sensibles aux tanins que T. colubriformis età d͛autƌesà espğĐesà iŶtestiŶalesà
(Molan et al., 2004; Paolini et al., 2004; Quijada et al., 2015), même si des réponses spécifiques 
différentes ont été observées en fonction de la qualité des tanins condensés (Quijada, 2015). 
 
 Des résultats différents selon le stade parasitaire du ver en question ont également été 
observés avec un même aliment riche en TCs. 
In vitro, les L3s semblent plus sensibles aux TCs que les vers adultes. Un extrait de sainfoin a par 
exemple inhibé la migration larvaire mais pas la mobilité des vers adultes de T. colubriformis 
(Paolini et al., 2004). 
In vivo, le quebracho (tanins condensés issus de l'écorce de l'arbre du même nom, Schinopsis 
quebracho-coloradoͿà aà iŶduità uŶeà diŵiŶutioŶà deà l͛iŶstallatioŶà desà Lϯsà deà T. colubriformis et T. 
circumcincta aloƌsà Ƌu͛ilà Ŷ͛aà euà auĐuŶeà iŶĐideŶĐeà suƌà lesà veƌsà adultesà ;PaoliŶià età al.,à ϮϬϬϯͿ.à Desà
résultats similaires ont été observés pour un régime à base de sulla sur T. circumcincta 
(Tzamaloukas et al., 2005).  
Cesà diffĠƌeŶĐesà deà seŶsiďilitĠà peuveŶtà s͛eǆpliƋueƌà paƌà desà spécificités biologiques propres à 
chaque stade parasitaire,àiŶflueŶçaŶtàleàŵodeàd͛aĐtioŶàdesàTCsàsuƌàĐesàstades.à 
7.6.2 En fonction de la ressource riche en tanins condensés et de son 
ŵode d’utilisatioŶ 
 
 In vitro, de nombreuses études suggèrent que les effets observés dépendent de la 
concentration en tanins et polyphénols (Molan et al., 2000; Paolini et al., 2004; Hoste et al., 2015) 
et à la nature des TCs présents dans la ressource comprenant leur structure, dépendant 
principalement des liaisons inter-flavaniques, et leur composition biochimique ou la nature des 
monomères (Molan et al., 2002). 
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Ces facteurs varient selon (cf. 5.5) 1/ la plante elle-même ou sa variété ; 2/ les organes de la 
plante ; 3/ le stade de croissance ;àϰ/àl͛eŶviƌoŶŶeŵeŶtàetàϱ/àlesàpƌoĐessàteĐhŶologiƋuesà;Hosteàetà
al., 2016). 
 
 In vivo, les études disponibles montrent que la dose réelle de TCs à apporter dans la ration 
va dépendre de la quantité et de la qualité des tanins présents dans la matière première, de la 
quantité d'aliment ingérée par l'animal, de la ŵĠthode d’aŶalǇse permettant la quantification des 
TCs (la valeur obtenue étant différente selon la méthode et la standard utilisés) et de la présence 
d’autres métabolites secondaires comme des flavonoïdes (Lyman et al., 2008; Vargas-Magaña et 
al., 2014; Klongsiriwet et al., 2015).  
 
 La durée minimale durant laquelle introduire (proposer dans la ration) les plantes riches en 
TCs a été estimée à 7 jours chez les chèvres (Min et al., 2005; Luginbuhl et al., 2013) et entre 14 et 
35 jours chez des agneaux (Burke et al., 2012ab). Les effets semblent disparaître 14 jours après 
suppression des TCs dans la ration (Burke et al., ϮϬϭϮďͿ.àCetteàŶĠĐĠssitĠàd͛uŶeàduƌĠeàŵiŶiŵaleàdeà
plusieurs jours s͛eǆpliƋueàpaƌàleàďesoiŶàd atteindre des concentrations en TCs suffisantes dans les 
divers orgaŶes du sǇstğŵe digestif des aŶiŵauǆ parasitĠs, et aiŶsi d’eǆposer les parasites à Đes 
composés bioactifs  (Hoste et al., 2016). 
Deux modes de distribution ont été envisagés : en continu (Gujja et al., 2013) ou en cures 
sur de courtes périodes à intervalles réguliers (Paolini et al., 2005), la cure ayant montré des 
effets plus importants sur la réductioŶàdeàl͛iŶfestatioŶ. 
 
Les périodes les plus propices à la distribution pourraient être calquées sur les modes de 
distribution stratégiques (ou préventifs) des AHs de synthèse : quelques semaines après la sortie 
au pâturage des animaux afin de réduire les infestations et la contamination des 
parcelles (Leathwick et Besier, 2014). 
 
7.6.3 Utilisation combinée avec d’autres ressourĐes riĐhes eŶ 
tanins condensés 
 
 De récentes études ont analysé l͛utilisation combinée de plusieurs ressources riches en 
TCs afin d͛augmenter la quantité de TCs proposée aux animaux ou de ĐoŵďiŶer l’aĐtioŶ de 
différents types de TCs pour optimiser les effets AHs (Hoste et al., 2016). 
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La plupart de ces études ont montré un effet synergique eŶtƌeà l͛assoĐiatioŶà deà saiŶfoiŶà età deà
noisette (Girard et al., 2013), de feuilles de figuier (Figus infectoria) et de goyavier (Psidium 
guajava) (Pathak et al., 2013), de sainfoin et de féveroles (Vicia faba) (Werne et al., 2013) et de 
seƌiĐeaàlespedezaàetàd͛ĠĐoƌĐeàdeàpiŶà;Pinus taeda) (Wright, 2015).  
 
 
7.6.4 Utilisation combinée avec un anthelminthique de synthèse 
 
 
Peu d’Ġtudes recensent les interactions entre des ressources riches en TCs et des AHs de 
synthèse. De récentes études ont mis en avant un effet synergétique entre la consommation de 
genévrier (Juniperus pinchotti) et l’effiĐaĐitĠ de l’iverŵeĐtiŶe (Armstrong et al., 2013; Whitney et 
al., 2013). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In vivo, les plantes riches en tanins condensés peuvent être proposées au pâturage, sous 
foƌŵeàdeàfouƌƌageàfƌaisàouàsĠĐhĠ,àsousàfoƌŵeàd͛eŶsilageàouàdeàgƌaŶulĠs.à 
 
Les résultats ont monté un effet des tanins condensés sur : 
 lesàœufsà:àŵoiŶdƌeàdĠveloppeŵeŶtàdesàœufsàeŶàlaƌves 
 les larves L3 : diminution du nombre 
 les vers adultes :à diŵiŶutioŶà deà laà ƋuaŶtitĠà d͛œufsà eǆĐƌĠtĠsà ;dueà ăà uŶeà diŵiŶutioŶà duà
nombre de vers et/ou de la fertilité des vers femelles).   
Une amélioration de la résilience des animaux a été observée dans la majorité des cas.  
UŶeà vaƌiaďilitĠà deà ƌĠpoŶseà aà ĠtĠà oďseƌvĠeà eŶà foŶĐtioŶà deà l͛hƀteà ;oviŶà ouà ĐapƌiŶͿ,à duà
parasite (espèce et stade), de la ressource riche en tanins utilisée (quantité et qualité des 
tanins et quantité et durée de distribution des TCs dans la ration), ou de son utilisation avec 
d͛autƌesàƌessouƌĐesàƌiĐhesàeŶàTCSàouàaveĐàuŶàaŶthelŵiŶthiƋue de synthèse. 
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8. Consommation des plantes riches en tanins par les 
animaux  
 
 
Lesà Đhapitƌesà pƌĠĐĠdeŶtsà oŶtà illustƌĠà l͛iŵpoƌtaŶĐeà desà taŶiŶsà daŶsà leà monde végétal, et 
leurs effets chez les herbivores età lesàpaƌasites,àŵaisàĠgaleŵeŶtàl͛iŶgestioŶàdesàŶutƌiĐaŵeŶtsàpaƌà
les animaux. Ce chapitre vise à comprendre si les animaux peuvent augmenter leur ingestion de 
tanins afiŶàd͛eŶàtiƌeƌàpƌofitàpouƌ améliorer leur bien-être ou leur santé. 
 
 
8.1 DĠfiŶitioŶ de l’autoŵĠdiĐatioŶ 
 
 L͛oďseƌvatioŶàdeàĐoŵpoƌteŵeŶtsàd͛autoŵĠdiĐatioŶàĐhezà lesàaŶiŵauǆàƌeŵoŶteàăàplusieuƌsà
siğĐles.àPaƌàeǆeŵple,àlaàĐoŶsoŵŵatioŶàd͛heƌďeàpaƌàlesàĐhieŶsàafiŶàdeàseàfaiƌeàvoŵiƌàloƌsƋu͛ilsàfoŶtà
face à une douleur digestive a été observée dès le IVème siècle avant notre ère par Aristote (Morel, 
2015). Chez les herbivores, ces observations remontent au VIIIème siècle, où des bergers éthiopiens 
ont constaté que la consommation de baies sauvages, lors de périodes où leurs chèvres étaient 
ĠpuisĠes,à lesà stiŵulaieŶt.à Cesà ĐoŶstatatioŶsà auƌaieŶtà ĠtĠà ăà l͛oƌigiŶeà deà laà dĠĐouveƌteà duà ĐafĠà
(Huffman, 2003).  
 
 LesàoďseƌvatioŶsàdeà l͛utilisatioŶàdeàplaŶtesàpaƌà lesàaŶiŵauǆàoŶtàpoussĠà lesàĐheƌĐheuƌsàeŶà
Ġthologieàăàs͛intéresser à ce domaine et à développer une démarche expérimentale pour analyser 
les variations de comportement des différentes espèces, au delà des anecdotes et des 
observations empiriques (Clayton et Wolfe, 1993; Krief et Hoste, 2014). La notion 
d͛autoŵĠdication est apparue suite à la découverte par les scientifiques que des animaux 
consommaient certaines plantes, pas seulement en raison de leurs propriétés nutritionnelles ou 
de leur appétence, mais parfois pour leurs bienfaits sanitaires ou de confort. On peut préciser ici 
que ces situations où une plante possède à la fois une valeur nutritionnelle et une valeur 
médicinale complique la mise en évidence d'un comportement d'automédication (cf. section 8.4). 
 
Laà pƌeŵiğƌeà dĠfiŶitioŶà deà l͛autoŵĠdiĐatioŶà aà ĠtĠà donnée par le chercheur américain Eloy 
Rodriguez et le primatologue anglais Richard Wrangham en 1993 (Rodriguez et Wrangham, 1993). 
IlsàoŶtàappelĠàĐeàphĠŶoŵğŶeà laàzoophaƌŵaĐogŶosie,àouà l͛utilisatioŶàdeàplaŶtes,àpaƌà lesàaŶiŵauǆ,à
ayant des propriétés médicinales, pour traiter ou prévenir des maladies (Rodriguez et Wrangham, 
1993).  
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D'un point de vue évolutif, la préservation de la santé est un principe de base de la survie 
(Huffman, 2003). Parfois, les adaptations physiologiques et les réponses immunitaires, souvent 
Đoûteusesàpouƌà l͛aŶiŵalà ;deà‘oodeàetà al.,à ϮϬϭϯͿ,à Ŷeà soŶtàpasà suffisaŶtesàetàuŶeàŵodifiĐatioŶàduà
comportement doit être mise en place (Huffman, 2003; Choisy et de Roode, 2014).  
 
Lesà ĐoŵpoƌteŵeŶtsàd͛autoŵĠdiĐatioŶà oŶtà ĠtĠà lesà plusà laƌgeŵeŶtà eǆploƌĠs chez les primates 
(Wrangham et Nishida, 1983; Carrai et al., 2003). Mais faisant suite aux recherches dans ce 
doŵaiŶe,àilsàoŶtàĠtĠàoďseƌvĠsàĐhezàd͛autƌesàŵaŵŵifğƌesà;Villalďaàetàal.àϮϬϭϬͿ,àdesàoiseauǆà;Claƌkàetà
Russel Masson, 1985) et même des insectes (Lefèvre et al., 2010; Milan et al., 2012). 
áujouƌd͛huià laàŶotioŶàd͛autoŵĠdiĐatioŶàestàpƌiŶĐipaleŵeŶtà assoĐiĠeàăà l͛utilisatioŶàdeàplaŶtesà
auǆà pƌopƌiĠtĠsà aŶtipaƌasitaiƌesà ;LozaŶo,à ϭϵϵϴ;à ChoisǇà età deà ‘oode,à ϮϬϭϰͿà ŵaisà l͛utilisatioŶà deà
plantes aux propriétés antibiotiques est également référencée (Christe, 2014). 
 
LeàĐoŶĐeptàd͛autoŵĠdiĐatioŶàaàd͛aďoƌdàĠtĠàillustƌĠàpaƌàdesàoďseƌvatioŶsàdiƌeĐtesàƌĠalisĠesàsuƌà
lesà aŶiŵauǆà daŶsà leuƌà ŵilieuà Ŷatuƌel.à DaŶsà Đeà Đadƌe,à pouƌà Ƌu͛uŶà ĐoŵpoƌteŵeŶtà ƌelğveà deà
l͛autoŵĠdiĐatioŶàaŶimale, un certain nombre de critères ont été identifié (Clayton et Wolfe, 1993; 
Singer et al., 2009; de Roode et al., 2013) : 
- Le comportement doit être associé à un état sanitaire amoindri, une maladie ou un mal-
être ; 
- Il doit impliquer l'utilisation ou la ĐoŶsoŵŵatioŶàd͛uŶeàplaŶteàouàd'uŶeàsuďstaŶĐeàdotĠeàdeà
propriétés médicinales avérées ;  
- Il doit être oďseƌvaďleàdaŶsàl͛eŶviƌoŶŶeŵeŶtàŶatuƌelàdeàl͛iŶdividu ; 
- Il doit contribuer à aŵĠlioƌeƌàlaàfitŶessàdeàl͛iŶdividuàŵalade ; 
Ces conditions semblent principalement adaptées pour définir une automédication curative (cf. 
partie 8.2.2), mais elles sont considérées comme similaires dans le cas d'une automédication 
préventive (cf. partie 8.2.1), à la différence que pour cette dernière, c'est le risque d'infestation 
plutôt que l'infestation elle-même qui induit la réponse comportementale (de Roode et al., 2013). 
 L͛autoŵĠdiĐatioŶà peutà ĠgaleŵeŶtà ġtƌeà ĠvaluĠeà paƌà desà ŵesuƌesà ƌĠalisĠesà eŶà ĐoŶditioŶsà
expérimentales (exemple : tests de libre choix de consommation ou évaluation de la motivation à 
consommer un aliment). Elle est souvent plus difficile à mettre en évidence que dans le milieu 
d͛oƌigiŶeàdeàl͛aŶiŵal,àĐelui-ĐiàŶ͛iŶteƌagissaŶtàpasàaveĐàsoŶàŵilieuàŶatuƌelà;MessŶeƌàetàWƌaŶghaŵ,à
1996). 
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 ϴ.ϯ TǇpes d’autoŵĠdiĐatioŶ 
8.1.1 Automédication prophylactique ou préventive  
 
DaŶsàleàĐasàd͛uŶàĐoŵpoƌteŵeŶtàd͛autoŵĠdiĐatioŶàpƌophǇlaĐtiƋueà;ouàpƌĠveŶtiveͿàl͛aŶiŵalà
va consommer ou utiliser une plante, un aliment ou une substance pour prévenir un mal-être. 
Dans cette situation, les individus ne présentent pas de signes de maladie. Ils utilisent l'aliment ou 
laàsuďstaŶĐeàafiŶàd͛ĠviteƌàuŶàpossiďleàŵal-ġtƌeàfutuƌà;Haƌt,àϮϬϬϱͿ,àŶotaŵŵeŶtàloƌsàd͛uŶàfoƌtàƌisƋueà
de maladie (y compris de parasites), mais non en réponse directe à la présence de pathogènes 
(Lozano, 1998; Castella et al., 2008; de Roode et al., 2013). 
Les études mettant en avant la consommation de plantes dans un but prophylactique sont assez 
ƌaƌes,àĐeàƋuiàpeutàs'eǆpliƋueƌàpaƌàlaàdiffiĐultĠàd͛ĠtaďliƌàuŶàlieŶàeŶtƌeàuŶàĐoŵpoƌteŵeŶtàdonné et la 
réduction de l'occurrence d'une maladie dans le futur, celle-ĐiàŶ͛ĠtaŶtàpasàpƌĠseŶteàĐhezàl͛aŶiŵalà
au moment où il va utiliser la plante (Phillips-Conroy, 1986; Hart, 2005). Une autre difficulté est le 
fait de pouvoir affirmer que l'animal est sain au moment où il exprime le comportement. 
 
Néanmoins, certains comportements semblent relever d'une automédication 
prophylactique. Ainsi, des études menées chez des oiseaux ont montré que des étourneaux 
incorporent certaines plantes fraîches riches en métabolites aux propriétés pharmacologiques 
dans leurs anciens nids afin de réduire la prévalence des pathogènes dans le nid (Clark et Russel 
Masson, 1985; Fauth et al., 1991; Gwinner et al., 2000). La plante la plus retrouvée dans ces 
études est Solidago rugosa qui contient des sesquiterpènes 2-bornyl acétate et du farnésol, qui 
ont la propriété de diminuer la fertilité des ectoparasites (Clark et Russel Masson, 1985). 
Chez les mammifères, il a été observé chez les femelles sifaka (Propithecus verreauxi verreauxi), 
une espèce de lémuriens de Madagascar, une consommation spécifique de plantes riches en 
tanins pendant la période du péri partum (Carrai et al., 2003). Cette consommation régulière sur 
de courts repas, de plantes que les autres membres du groupe ne consomment pas, relèverait 
selon les auteurs d'un comportement d'automédication prophylactique. Cela permettrait aux 
femelles, pendant cette période à risque (forts besoins physiologiques et baisse d'immunité liés à 
la fin de la gestation et à la lactation), de prévenir les carences en protéines grâce à l'action de 
complexation des tanins aux protéines, et ainsi d'assurer leur reproduction.   
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8.1.2 Automédication thérapeutique ou curative 
 
 
DaŶsàleàĐasàd͛uŶàĐoŵpoƌteŵeŶtàd͛autoŵĠdiĐatioŶàthĠƌapeutiƋueà;ou ĐuƌativeͿ,àl͛aŶiŵalàvaà
utiliser ou consommer une plante, un aliment ou une substance suite à un malaise (Choisy et de 
‘oode,à ϮϬϭϰͿ.à L͛autoŵĠdiĐatioŶà thĠƌapeutiƋueà està plusà faĐileà ăà ƌepĠƌeƌà Ƌueà l'automédication 
prophylactique et certains scientifiques ne dĠfiŶisseŶtà l͛autoŵĠdiĐatioŶà Ƌueà suƌà laà ďaseà desà
processus curatifs (Singer et al., 2009).  
 
Deà Ŷoŵďƌeusesà Ġtudesà ƌeĐeŶseŶtà desà Đasà d͛autoŵĠdiĐatioŶà thĠƌapeutiƋue,à Đhezà
différentes espèces animales et en utilisant comme modèle soit des molécules de synthèse soit 
des ressources contenant des composés bioactifs naturels. Pour ne citer que quelques exemples, 
l͛autoŵĠdiĐatioŶàĐuƌativeàaàĠtĠàoďseƌvĠeàĐhezàdiffĠƌeŶtesàespğĐes : 
Chez les oiseaux, une étude a montré que des poulets atteints de boiteries ont consommé 1,5 fois 
plusàd͛uŶàaŶti-inflammatoire de synthèse proposé à volonté (le carprofen, un anti-inflammatoire 
non stéréoïdien aux propriétés analgésiques qui améliore la mobilité), que les poulets sains 
(Danburry et al., 2000). 
Chez les mammifères, les animaux qui ont été les plus étudiés et qui ont montré des capacités 
d'automédication sont les grands singes. Des chimpanzés, des bonobos et des gorilles ont été vus 
avalant des feuilles entières rugueuses du genre Aspilia, sans les mâcher (Wrangham, 1977; 
Wrangham et Nishida, 1983; Huffman, 1997). Elles étaient ensuite retrouvées entières dans les 
fèces suggérant qu'elles n'étaient pas consommées pour leur valeur nutritionnelle. Les animaux 
ĐoŶsoŵŵaieŶtà Đesà plaŶtesà loƌsƋu͛ilsà ĠtaieŶtà iŶfestĠsà paƌà desà ŶĠŵatodesà ;dans 83% des cas) 
(Huffman, 1997). L'analyse des fèces qui contenaient à la fois des vers et des feuilles d'Aspilia a 
montré que les vers étaient soit accrochés à la surface de la feuille, soit emprisonnés dans la 
feuille repliée. De même, le "bitter pith chewing", a été proposé comme un cas d'automédication 
thérapeutique : des chimpanzés souffrant du paludisme ont consommé des tiges amères de 
Vernonia amygdalina (Huffman et Seifu, 1989; Huffman, 1997). Ces tiges contiennent 1) des 
aglycones qui sont efficaces pour lutter contre le paludisme, ou des amibiases, et 2) elles 
contiennent également des lactones sesquiterpéniques qui auraient des propriétés 
anthelminthiques, antiamibiennes, antitumorales et antibiotiques (Jisaka et al., 1992; Ohigashi et 
al., 1994). 
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Ces deux exemples illustrent donc l'hypothèse que l'ingestion non-nutritionnelle de certaines 
plantes aide les grands singes à contrôler leurs infestations parasitaires et leur procure un 
soulagement vis-à-vis des troubles gastrointestinaux associés (Huffman, 1997). 
 
8.2 Les mécanismes sous-jacents à l'automédication 
 
 
 
Avant toute chose, la condition nécessaire pour qu'il y ait le développement d'un 
ĐoŵpoƌteŵeŶtàd͛autoŵĠdiĐatioŶàestàlaàpƌĠseŶĐeàdeàĐaƌaĐtĠƌistiƋuesàpaƌtiĐuliğƌesàetàdeàĐoŵposĠsà
bioactifs daŶsàlaàplaŶteàouàlaàsuďstaŶĐe,àƋuiàseƌveŶtàdeàŵaƌƋueuƌàăàl͛effetàŵĠdiĐiŶalà;Haƌt,àϮϬϬϱͿ.àIlà
peutà s͛agiƌà deà ĐaƌaĐtĠƌistiƋuesà phǇsiƋuesà Đoŵŵeà l͛aspeĐtà d'uŶeà plaŶteà ;eǆ : rugosité) ou de 
caractéristiques chimiques comme la présence de composés bioactifs (ex : tanins, goût astringent 
ouàaŵeƌͿ.àL͛autoŵĠdiĐatioŶ, qui seàŵettàeŶàplaĐeàsuiteàauàƌepĠƌageàdeàĐesàŵaƌƋueuƌsàpaƌàl͛aŶiŵal, 
pƌovieŶdƌaà aloƌsàd͛uŶàpƌoĐessusàdeà sĠleĐtioŶàŶatuƌelleà ;ouàd͛adaptatioŶàduàphĠŶotǇpeà=àoƌigiŶeà
ĠvolutiveͿàouàd'uŶàpƌoĐessusàd͛appƌeŶtissage (Hart, 2005; Singer et al., 2009). 
 
L͛autoŵĠdiĐatioŶà d͛oƌigiŶeà Ġvolutiveà seàŵettƌaità eŶà plaĐeà viaà uŶà pƌoĐessusà deà sĠleĐtioŶà
naturelle qui favoriserait les individus ayant une prédisposition à utiliser une plante ou une 
substance aux propriétés médicinales, en augmentant ainsi leur reproduction et leur survie (Hart, 
2005). 
L͛autoŵĠdiĐatioŶàpréventive (ou prophylactique) est l'utilisation d͛uŶeàplaŶte, d'un aliment 
ou d'une substance par un animal, pour prévenir un mal-être. D'un point de vue évolutif, ce 
type de comportement devrait être favorisé lorsque leàƌisƋueàd͛appaƌitioŶàdeàlaàŵaladieàestà
fort et prévisible (Choisy et de Roode, 2014). 
 
L͛autoŵĠdiĐatioŶàcurative ;ouàthĠƌapeutiƋueͿàestà l'utilisatioŶàd͛uŶeàplaŶte,àd'uŶàaliŵeŶtàouà
d'uŶeàsuďstaŶĐeàpaƌàl͛aŶiŵalàsuiteàăàuŶeàgġŶe,àpar exemple pour atténuer un mal-être. D'un 
point de vue évolutif, le développement de ce type de comportement devrait être favorisé 
dans des situations où la mise en place d'un comportement prophylactique serait trop 
coûteuse, c'est-à-dire quand le risque d'apparition de la maladie est faible et imprévisible 
(Choisy et de Roode, 2014). Elle est plus facile à repérer dans les études que 
l͛autoŵĠdiĐatioŶà pƌophǇlaĐtiƋue.à Plusieuƌsà Ġtudesà ƌelateŶtà desà Đasà d͛autoŵĠdiĐatioŶà
thérapeutique chez les mammifères, des oiseaux ou des insectes.  
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Cette prédisposition à utiliser une plante donnée procurerait un avantage évolutif aux individus 
qui la possèdent, que ce soit de façon préventive (on parle alors de "genetically fixed self-
medication") ou curative ("phenotypic plasticity" ou "adaptive plasticity" - Hart, 2005; Singer et al., 
2009; Choisy et de Roode, 2014). Le comportement conduisant à utiliser ou à consommer une 
plante ou une substance serait alors basé sur une modification de la sensibilité des animaux aux 
ŵaƌƋueuƌsà ƌespoŶsaďlesà deà l͛effetà ŵĠdiĐiŶal,à loƌsƋueà leà ƌisƋueà saŶitaiƌeà està plusà iŵpoƌtaŶtà
(automédication prophylactique) ou lorsque l'animal est malade (automédication thérapeutique). 
Ceci a par exemple été mis en évidence chez les chenilles de certains papillons de nuit 
(Grammia geneura et Estigmene acrea) qui changent leur sensibilité gustative aux alcaloïdes 
pǇƌƌolizidiŶes,à ŶoƌŵaleŵeŶtà peuà appĠteŶts,à loƌsƋu'ellesà soŶtà paƌasitĠesà afiŶà d͛aĐĐĠdeƌà ăà uŶeà
défense chimique via ces composés toxiques (Bernays et Singer, 2005).  
 
L͛autoŵĠdiĐatioŶà aĐƋuiseà està ďasĠeà suƌà uŶà pƌoĐessusà assoĐiatifà ;appƌeŶtissageà aveĐà
ƌeŶfoƌĐeŵeŶtͿà peƌŵettaŶtà ăà l'aŶiŵalà deà faiƌeà uŶà lieŶà eŶtƌeà l͛iŶgestioŶà d͛uŶà aliŵeŶtà età uŶeà
amélioration de son état, de mémoriser cette relation et de l'utiliser ultérieurement (Hart, 2005; 
PƌoveŶza,àϭϵϵϱͿ.àL͛hǇpothğseàestàƋueàlesàaŶiŵauǆàsoŶtàĐapaďlesàdeàsĠleĐtioŶŶeƌàuŶàaliŵeŶtàpouƌà
sesàveƌtusàŵĠdiĐiŶales,àdeàlaàŵġŵeàfaçoŶàƋu͛ilsà leàfoŶtàpouƌàpalieƌàăàuŶàdĠsĠƋuilibre alimentaire 
ou pour éviter des substances toxiques (Richter, 1943; Kyriazakis et Oldham, 1993; Wang et 
Provenza, 1996; Ginane et al., 2005, Villalba et Provenza, 2007). Cette hypothèse de processus 
d͛appƌeŶtissageà paƌaîtà doŶĐà esseŶtielleŵeŶtà ƌĠaliste pour une automédication thérapeutique. 
Lozano (1998) considère que la modification du régime alimentaire habituel pour intégrer des 
substances médicinales dans le cas d'une automédication thérapeutique, requiert de 
l'intentionnalité et donc nécessairement un comportement appris. Inversement, certains auteurs 
pƌivilĠgieŶtà l͛oƌigiŶeà Ġvolutiveà deà façoŶàplusàouàŵoiŶsàŵaƌƋuĠe.à ChoisǇà etàdeà ‘oodeà ;ϮϬϭϰͿà paƌà
exemple traitent dans leur article la mise en place d'une automédication curative vs. préventive, 
mais saŶsàjaŵaisàpaƌleƌàd'appƌeŶtissage.àSiŶgeƌàetàal.à;ϮϬϬϵͿàĐoŶsidğƌeŶtàƋueàl͛appƌeŶtissageàŶ͛està
pasà foƌĐĠŵeŶtà ŶĠĐessaiƌeà daŶsà laà ŵiseà eŶà plaĐeà d͛uŶà ĐoŵpoƌteŵeŶtà d͛autoŵĠdiĐatioŶ.à Haƌtà
(2005), considère que l'automédication thérapeutique ne peut pas se faire via un processus 
d'apprentissage, notamment en raison du délai souvent long entre l'ingestion de la substance 
médicinale et les effets ressentis, du nombre d'aliments différents consommés et de la difficulté 
d'associer l'amélioration de l'état au bon aliment.  
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EŶfiŶ,à ilà eǆisteƌaità deuǆà tǇpesà d͛appƌeŶtissageà :à l'appƌeŶtissageà iŶdividuelà oùà ĐhaƋueà
individu apprend à partir de ses propres essais et erreurs, et l'apprentissage social où, par 
eǆeŵple,à l͛aŶiŵalà iŵiteƌaà saà ŵğƌe ; évitera un aliment rendant malade ses congénères ou 
cherchera à consommer un aliment exploité par ses congénères, y compris pour des vertus 
sanitaires.  
CesàdeuǆàphĠŶoŵğŶesàŶeàsoŶtàpasàeǆĐlusifs,àl͛appƌeŶtissageàiŶdividuelàpouvaŶtàêtre complété par 
l͛appƌeŶtissageàsoĐialà;Haƌt,àϮϬϬϱ;àChoisy et de Roode, 2014). 
8.3 Modifications quantitatives du comportement : cas de 
plantes médicinales qui ont aussi une valeur nutritionnelle 
 
Il a été établi que le comportement des animaux va déterminer quelles sont les plantes 
consommées, en quelle quantité et quels en sont les composés actifs (González-Pech et al., 2014). 
 
 CoŵŵeàŶousà l'avoŶsà vuà pƌĠĐĠdeŵŵeŶt,à l'autoŵĠdiĐatioŶà està dĠfiŶieà Đoŵŵeà l͛utilisatioŶà
par les animaux de plantes ou de substances ayant des propriétés médicinales, pour traiter ou 
prévenir des maladies (Rodriguez et Wrangham, 1993). Les cas les plus démonstratifs de cette 
aptitudeàsoŶtàĐeuǆàƋuiàƌelateŶtàl'utilisatioŶàouàlaàĐoŶsoŵŵatioŶàd͛uŶàaliŵeŶtàhaďituelleŵeŶtàĠvitĠ,à
comme l'ingestion de Vernonia ou d'Aspilia chez les chimpanzés (Huffman, 1997), ou de plantes 
riches en alcaloïdes chez les chenilles parasitées (Bernays et Singer, 2005). On peut alors parler de 
modifications qualitatives du comportement, un nouvel aliment étant introduit dans le régime de 
l'individu. En revanche, les modifiĐatioŶsàƋuaŶtitativesàduàĐoŵpoƌteŵeŶt,àe.g.à l͛augŵeŶtatioŶàdeà
l͛iŶgestioŶàd͛uŶàaliŵeŶtàdĠjăàpƌĠseŶtàdaŶsà leà ƌĠgiŵeàdeà l͛aŶiŵal,à soŶtàplusàdiffiĐilesàăàŵettƌeàeŶà
évidence et à rapprocher d'un comportement d'automédication. En effet, on peut facilement 
argumenter que cette modification est due à la variabilité aléatoire du régime alimentaire (Singer 
et al., 2009). De plus, la difficulté de mesure des composés ingérés rend cette modification 
quantitative délicate à déceler. 
Pouƌà Ƌu͛ilà Ǉà aità dĠveloppeŵeŶtà d͛uŶà ĐoŵpoƌteŵeŶtà d͛autoŵĠdiĐatioŶ,à laà plaŶteà doità
ĐoŶteŶiƌà desà ĐaƌaĐtĠƌistiƋuesà phǇsiƋuesà ouà ĐhiŵiƋuesà seƌvaŶtà deà ŵaƌƋueuƌà ăà l͛effetà
médicinal (Hart, 2005). 
 
Deux hypothèses ont été formulées pour expliquer le développement de comportements 
d͛autoŵĠdiĐatioŶ : la sélection naturelle (modification de la sensibilité aux marqueurs) 
et/ou par un processus d͛appƌeŶtissage. 
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 Egalement, une des difficultés daŶsàlaàŵiseàeŶàavaŶtàdeàĐoŵpoƌteŵeŶtsàd͛autoŵĠdiĐatioŶà
avec des plantes nutritionnelles réside dans le fait que les composés actifs présents dans les 
plaŶtesà soŶtàassoĐiĠsàăàdesàŶutƌiŵeŶts.à Ilà estàaloƌsàpaƌfoisà ĐoŵpleǆeàdeàdiffĠƌeŶĐieƌà l͛attƌiďutioŶà
des effetsàoďteŶusàauǆàĐoŵposĠsàaĐtifsàouàauǆàŶutƌiŵeŶtsàdeàl͛aliŵeŶt.àEŶàƌevaŶĐhe,àappoƌteƌàauǆà
animaux des plantes combinant propriétés médicinales et valeurs nutritives (nutricaments) peut 
favoƌiseƌà laà ĐoŶsoŵŵatioŶà deà ĐoŵposĠsà seĐoŶdaiƌesà paƌà l͛aŶiŵal,à qui pourrait être sinon peu 
enclins à les consommer. 
CepeŶdaŶt,àuŶàĐeƌtaiŶàŶoŵďƌeàdeàĐasàd͛autoŵĠdiĐatioŶàƌeĐeŶseŶtàdeàtellesàŵodifiĐatioŶsà
quantitatives du comportement (Huffman, 2003; de Roode et al., 2013). Les quantités 
consommées de la plante en question, et plus précisément celle de ses composés actifs (Villalba et 
Provenza, 2007) doivent donc être prises en compte afiŶà d͛Ġtudieƌà leuƌà ƌƀleà daŶsà lesà effetsà
observés. En effet, c'est souvent la dose qui fait l'effet (Plotkin, 2000; Huffman, 2003) et la dose 
seule fait le poison (Paracelse, XVIIème siècle). Les métabolites secondaires, produits davantage par 
laà plaŶteà suiteà ăàuŶà stƌessà suďià Đoŵŵeà l͛aƌƌivĠeà d͛uŶàpƌĠdateuƌ,à deà ĐoŶditioŶsàŵĠtĠoƌologiƋuesà
difficiles ou de traitements mécaniques (Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992; Feucht et al., 1997), 
peuveŶtà avoiƌà desà effetsà toǆiƋuesà Đhezà l͛aŶiŵalà ;PlotkiŶ,à ϮϬϬϬ;à Villalďaà età PƌoveŶza,à ϮϬϬϳͿ.à Cetà
équilibre entre effets bénéfiques (médicinaux) et négatifs (toxiques) a mené au développement de 
la théorie des compromis (ou trade-off), selon laquelle les herbivores font face à des compromis 
eŶtƌeà l͛iŶgestioŶà deà ŵĠtaďolitesà seĐoŶdaiƌesà età laà pƌĠseŶĐeà deà pathogğŶes.à Lesà aŶiŵauǆà foŶtà
l͛eǆpĠƌieŶĐeà desà ďĠŶĠfiĐesà età ƌisƋuesà deà l͛iŶgestioŶà d͛uŶà aliŵeŶtà età leà ĐoŶsoŵŵeŶtà eŶà plusà ou 
moins grande quantité (Hutchings et al., 2006). 
 
  
 
Laà ĐoŶsoŵŵatioŶà d͛uŶà aliŵeŶtà haďituelleŵeŶtà ĠvitĠà et/ou l͛augŵeŶtatioŶà deà l͛iŶgestioŶà
d͛uŶàaliŵeŶtà ƌiĐheàeŶàŵétabolites secondaires déjà présent dans le régime alimentaire de 
l͛aŶiŵalàsoŶtàdesàsigŶesàsuggérant desàĐoŵpoƌteŵeŶtsàd͛autoŵĠdiĐatioŶ. 
 
Il semble que les herbivores peuvent également faire des compromis entre les effets 
bénéfiques (curatifs) et négatifs (toxiques) de la plante. 
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8.4 L’autoŵĠdiĐatioŶ eŶ Ġlevage 
8.4.ϭ IŶtĠrġts de l’autoŵĠdiĐatioŶ eŶ Ġlevage 
 
 Amélioration du bien-être animal 
 
 Le bien-être animal en élevage prend une part de plus en plus importante dans les 
préoccupations des citoyens et dans les programmes de recherche.  La santé est liée au bien-être 
et donner la possibilité aux animaux d'exprimer des comportements d'automédication pourrait 
permettre à chaque individu de "gérer" son état de santé, en ajustant son comportement y 
ĐoŵpƌisàpoteŶtielleŵeŶtàloƌsàd͛Ġtatsàsuď-cliniques asymptomatiques. 
La condition nécessaire serait alors de leur donner accès à une diversité de ressources 
alimentaires et non-alimentaires aux propriétés variées (Engel, 2006). Cette diversité participerait 
également à enrichir l'environnement au-delà des effets médicinaux potentiels.  
 
 
 IŶtĠgƌatioŶàd͛uŶeàagƌiĐultuƌeàetàŵĠdeĐiŶeàvĠtĠƌiŶaiƌeàduƌaďles 
 
áveĐàuŶeàdeŵaŶdeàdeàpƌoduitsàaŶiŵauǆàdeàplusàeŶàplusà iŵpoƌtaŶte,à l͛agƌiĐultuƌeàaàdûàseà
tourneƌà veƌsà l͛utilisatioŶà deà pƌoduitsà deà sǇŶthğseà pouƌà Ǉà ƌĠpoŶdƌeà ;DuƌŵiĐà età BlaĐhe,à ϮϬϭϮͿ.à
áujouƌd͛hui,à l͛utilisatioŶàpaƌfoisà dĠŵesuƌĠeàdeà Đesàpƌoduitsà aà ĐoŶduità ăàdesà situatioŶsà saŶitaiƌesà
irréversibles et les consommateurs souhaitent maintenant une agriculture limitant les traitements 
ĐhiŵiƋues,àƋueàĐeàsoitàauàŶiveauàdeà l͛aŶiŵalàouàdesàpƌaiƌies.àSià lesàheƌďivoƌesàdoŵestiƋuesàsoŶtà
capables de sélectionner des aliments aux propriétés anthelminthiques lorsqu'ils sont parasités, 
cela permettrait de réduire les traitements chimiques, afin notamment de maintenir des 
populations refuges sensibles et limiter le développement de résistances (Jackson et Miller, 2006). 
Cela permettrait aussi de mieux cibler les individus à qui administrer un traitement 
anthelminthique (Villalba et Provenza, 2007). Un changement de comportement général et plus 
particulièrement alimentaire, pourrait en effet être utilisé comme indicateur d'un animal en 
souffrance.    
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8.4.Ϯ CapaĐitĠs d’autoŵĠdiĐatioŶ des ruŵiŶaŶts  
 
 
Les études sur les capacités d'automédication des ruminants, et notamment la 
consommation volontaire de plantes contenant des métabolites secondaires chez des moutons ou 
chèvres parasités ont commencé dans les années 2000s. Certaines équipes travaillant sur le sujet 
ont émis l͛hǇpothğseà Ƌueà lesà petitsà ƌuŵiŶaŶtsà peuveŶtà Ġviteƌà lesà effetsà toǆiƋuesà desà taŶiŶsà
ĐoŶdeŶsĠsà età peuveŶtà augŵeŶteƌà leuƌà ĐoŶsoŵŵatioŶàd'aliŵeŶtsà ƌiĐhesà eŶà taŶiŶsà loƌsƋu͛ilsà soŶtà
parasités par des nématodes gastro-intestinaux (Villalba et al., 2006). Les processus cités 
pƌĠĐĠdeŵŵeŶtàsuƌàlesàŵoǇeŶsàd͛aĐƋuisitioŶàdesàĐoŵpoƌteŵeŶtsàd͛autoŵĠdiĐatioŶà;ŵodifiĐatioŶsà
ĠvolutivesͿà seƌaieŶtà ĠgaleŵeŶtà valaďlesà pouƌà lesà heƌďivoƌesà d͛Ġlevage,à ăà ĐoŶditioŶà Ƌueà Đesà
ĐapaĐitĠsà iŶŶĠesà Ŷ͛aieŶtà pasà ĠtĠà ƌĠduitesà paƌà desà dĠĐeŶŶiesà de sélection pour des objectifs de 
production. 
 Diminution des effets toxiques des tanins condensés 
 
Les premiers travaux se sont intéressés 
aux composés secondaires des plantes mais pas 
en raison de leurs propriétés anthelminthiques. 
A forte dose ces composés, comme les tanins 
condensés, induisent des effets négatifs et sont 
évités par les animaux. Dans une étude de 
Provenza et al. en 2000, l'hypothèse testée était 
que les agneaux étaient capables de 
sélectionner du polyéthylène glycol (PEG, qui se 
fixe aux tanins et en réduit les effets négatifs) 
lorsqu'ils reçoivent un aliment riche en tanins. 
Les résultats montrent que les animaux augmentent leur consommation de PEG, de façon dose-
dépendante en fonction de la quantité de tanins dans la ration (Figure 18).  Ils ont donc bien perçu 
les effets bénéfiques du PEG et ont été capables d'ajuster la quantité à ingérer, relativement à la 
sévérité de leur malaise. 
 
 
 
Figure 18: Ingestion de PEG chez des agneaux 
recevant ad libitum (de 9h à 17h) un aliment 
contenant 0, 5, 10, 15, ou 20% de tanins. D'après 
Provenza et al. 2000. 
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En 2006, Villalba et al. ont testé la capacité 
d'agneaux à sélectionner trois substances (bentonite 
sodique, PEG, phosphate dicalcique) leur permettant 
chacun d'améliorer différents états de malaise induits 
par l'ingestion d'aliments spécifiques riches en 
céréales, en tanins ou en acide oxalique. Après une 
période de conditionnement pendant laquelle les 
animaux ont pu associer les effets bénéfiques de 
chaque substance pour chaque malaise spécifique 
associé, ils ont provoqué les trois malaises et ont 
proposé aux agneaux le choix entre les 3 substances. 
Les résultats présentés sur la figure 19 montrent que, 
même s'il y a toujours une consommation des 3 
substances, la préférence est cohérente avec le 
malaise induit.   
 
 Utilisation des tanins condensés comme antiparasitaire 
 
Si l'on considère les études qui se sont intéressées à la consommation volontaire de tanins 
chez des animaux parasités par les nématodes gastro-iŶtestiŶauǆ,àplusieuƌsàd͛eŶtƌeàellesàoŶtàŵisà
en évidence une plus grande consommation de tanins par les animaux parasités, corrélée à une 
diminution des OPG (Lisonbee et al., 2009; Martínez-Ortíz-De-Montellano et al., 2010; Amit et al., 
2013; Villalba et al., 2010). Certaines ont également montré que cette plus grande consommation 
Ġtaità ďieŶà dueà ăà l͛iŶfestatioŶ,à puisƋu'elleà Ŷ'Ġtaità plusà oďseƌvĠeà apƌğsà uŶà tƌaiteŵeŶtà
anthelminthique (Juhnke et al., 2012). 
 
En dehors du cadre expérimental, des bergers pastoraux Ougandais ont relevé des 
comportements qu'ils observaient chez leurs animaux (chèvres, bovins, ovins et ânes 
majoritairement) (Gradé et al., 2009). Les conditions pour considérer un comportement 
d'automédication étaient que l'animal devait sembler malade, qu'il exprimait un comportement 
inhabituel, que les symptômes étaient améliorés après ce comportement, et que ce 
comportement cessait une fois l'animal en meilleure santé. 
Figure 19: PréféƌeŶĐeà d͛agŶeauǆà pouƌà tƌoisà
substances (gris clair: bentonite sodique ; gris 
foncé: PEG ; rayé: phosphate dicalcique) 
permettant de diminuer le malaise induit 
respectivement par l'ingestion d'un aliment 
riche en céréales, en tanins ou en acide 
oxalique. D'après Villalba et al. 2006. 
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Environ 70% des 124 observations satisfaisaient ces critères, 30% concernaient des problèmes 
parasitaires (internes et externes) et la majorité des comportements d'automédication étaient 
basés sur l'utilisation de plantes par les animaux. La plante la plus mentionnée était Albizia 
anthelmintica, une plante aux propriétés anthelminthiques. 
 
Selon les études, les modifications d'ingestion et de préférences étaient plus ou moins marquées. 
Ainsi, Villalba et al. (2010) ont observé une tendance à ce que des agneaux parasités expriment 
une préférence plus marquée que leurs congénères non parasités pour de la luzerne enrichie avec 
10% de tanins de quebracho.  
 
En revanche, dans une étude utilisant une 
Légumineuse naturellement riche en tanins 
(Lysiloma latisiliquum, 5.5% de TCs), il a été noté 
une ingestion de cette plante significativement 
plus importante chez les agneaux parasités que 
chez les non-parasités (Martínez-Ortíz-de-
Montellano et al., 2010; Figure 20). 
 
 
 
Ces exemples illustrent le potentiel qu'ont les ruminants d'élevage pour s'automédiquer. Ils 
montrent également qu'un comportement d'automédication peut être basé sur un processus 
d'apprentissage, même s'il semble qu'une période de "conditionnement", c'est-à-dire une période 
pendant laquelle on aide l'animal à associer l'aliment riche en tanins et les effets anthelminthiques 
soit facilitante (Villalba et al., 2010; Juhnke et al., 2012).  
 
Les études s'intéressant aux capacités d'automédication des ruminants concernent 
essentiellement l'automédication curative, sans doute car elle est plus facile à mettre en évidence. 
L'automédication préventive est cependant suggérée par certains auteurs. Ainsi Amit et al. (2013), 
qui ont étudié les réponses à l'infestation par les NGIs de deux races de chèvres (Mamber et 
Damascus), ont proposé une relation entre la propension initiale à consommer des aliments riches 
en composés secondaires et la sélection volontaire de ces aliments en cas de parasitisme. 
Figure 20: Ingestion journalière de Lysiloma latisiliquum 
chez des agneaux infestés avec Haemonchus contortus 
(TI) ou non infestés (TNI). D'après Martínez-Ortíz-de-
Montellano et al. 2010. 
Elodie Gaudin | 2017 
 
 85 
Lorsqu'ils offraient le choix entre du foin et Pistacia lentiscus (aux propriétés anthelminthiques), 
les chèvres Mamber parasitées avaient une préférence pour P. lentiscus plus importante que les 
chèvres de la même race non parasitées. En revanche, ce comportement ne se retrouvait pas chez 
les chèvres Damascus. Les auteurs ont proposé que les chèvres Damascus, qui consomment 
facilement P. lentiscus, l'utilisaient de façon prophylactique tandis que les chèvres Mamber, 
réticentes à consommer cette plante initialement, peuvent la sélectionner de façon 
thérapeutique. Ce résultat suggère des trade-offs subtils entre les rôles d'aliment – toxine – 
remède pour ces plantes bioactives. 
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Objectifs 
 
Les études évaluant les effets de plantes contenant des métabolites secondaires tels que les 
tanins condensés sur le parasitisme gastro-intestinal des petits ruminants deviennent de plus en 
plusàŶoŵďƌeuses,àĐoŵŵeàiŶdiƋuĠàdaŶsàl͛iŶtƌoduĐtioŶàdeàĐetteàthğse.àEŶàeffet,à leàdĠveloppeŵeŶtà
deà ƌĠsistaŶĐesà eŶveƌsà toutesà lesà Đlassesà d͛aŶthelŵiŶthiƋuesà deà sǇŶthğseà Đhezà lesà ŶĠŵatodesà
parasites des petits ruminants impose deàs͛oƌieŶteƌàveƌsàdeàŶouvellesàŵĠthodesàdeàlutte.àCeƌtaiŶsà
élevages font même face à des situations de multi-résistances, rendant ainsi la gestion du 
parasitisme quasi impossible via des traitements chimiques (Van Wyk et al., 1997; Chandrawathani 
et al., 2004; Cezar et al., 2010). De plus, les préoccupations des consommateurs concernant les 
iŵpaĐtsà ŶĠgatifsà desà tƌaiteŵeŶtsà ăà l͛aideà deàŵolĠĐulesà deà sǇŶthğseà suƌà laà ƋualitĠà desà pƌoduitsà
d͛oƌigiŶeà aŶiŵaleà ;ƌĠsidusàpossiďlesàdaŶsà lesà pƌoduitsà ĐaƌŶĠsà ouà laĐtĠsͿà ouà suƌà l͛eŶviƌoŶŶeŵeŶt,à
augmentent les demandes sociétales pour réduire le recours aux molécules de synthèse dans la 
gestion du parasitisme par les NGIs chez les animaux d'élevage. 
Les nutricaments, aliments donnés aux animaux combinant une bonne valeur nutritionnelle et des 
effets bénéfiques sur leur santé, tendent à répondre à ces problématiques. 
La majorité des résultats obtenus avec des Légumineuses contenant des tanins (un modèle de 
nutricament à propriétés AHs) vont dans la même direction, à savoir des effets négatifs sur 
différents stades du cyle des nématodes parasites, associés à des effets positifs sur la capacité des 
hôtes à vivre avec les nématodes (la résilience), voire à lutter contre ces populations de vers.  
 
Néanmoins, une variabilité des résultats a été observée en fonction : 
a) des espèces de parasites présentes, et leuƌàloĐalisatioŶàĐhezàl͛hƀteà;aďoŵasuŵàetàiŶtestiŶͿ ; 
ďͿàdeàl͛espğĐeàdeàƌuŵiŶaŶtàhƀte ; 
c) et surtout des ressources utilisées, soit directement (espèces de plante, quantité et qualité des 
tanins présents), soit à la suite de traitements technologiques.   
 
 
DiffĠƌeŶtsàtƌaiteŵeŶtsàteĐhŶologiƋuesàafiŶàd͛aŵĠlioƌeƌàlaàĐoŶseƌvatioŶàdeàlaàplaŶteàoŶtàĠtĠà
testés dans plusieurs études, comme par exemple la conservation sous forme de foin,àd͛eŶsilageà
ou encore de granulés. Les premières études visant à tester la déshydratation sous forme de 
gƌaŶulĠsà deà ƌessouƌĐesà ƌiĐhesà eŶà taŶiŶsà ĐoŶdeŶsĠsà dateŶtà d͛ilà Ǉà aà eŶviƌoŶà diǆà aŶsà età soŶtà
aujouƌd͛huiàauàĐœuƌàdeàĐetteàthğse. 
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Afin de favoriser leur utilisation pertinente en élevage, des informations comme la durée 
deà distƌiďutioŶà ouà laà ĐoŶĐeŶtƌatioŶà daŶsà laà ƌatioŶà ŵaŶƋueŶtà pouƌà favoƌiseƌà l͛utilisatioŶà deà Đesà
nutricaments dans la ration des ruminants.  
 
L͛oďjeĐtifà gĠŶĠƌalàdeàŵoŶà tƌavailà deà thğseàestàd'aŶalǇseƌà l͛iŶflueŶĐeàdeà laàdĠshǇdƌatatioŶà
sur les qualités bio-chimiques et sur la bioactivité d͛uŶàŶutƌiĐaŵeŶtàutilisĠàĐoŵŵeàŵodğleàd͛Ġtudeà
en Europe, le sainfoin (Onobrychis viciifolia). Son utilisation en élevage est également étudiée. 
Ces travaux ont été réalisés avec les deux espèces de petits ruminants ovins et caprins (Figure 21). 
   
Le premier objectif de la thèse était de caractériser le granulé de sainfoin. En effet, dans 
uŶà ďutà d͛utilisatioŶà plusà faĐileà eŶà Ġlevage,à laà ŵajeuƌeà paƌtieà duà saiŶfoiŶà Đultivé en France est 
déshydratée sous forme de granulés. Des données concernant la préservation de la qualité de 
ĐetteàplaŶteà apƌğsà tƌaiteŵeŶtà soŶtàŶĠĐessaiƌes.àáiŶsi,à afiŶàd͛oďteŶiƌà uŶeàĠvaluatioŶà ƌapideàdeà laà
qualité des granulés, différentes méthodes de dosageàdesàtaŶiŶsàetàdeàl͛aĐtivitĠàáHàassoĐiĠesàauǆà
granulés de sainfoin ont été utilisées. La méthode de référence utilisée tout au long de cette thèse 
a été une méthode de dosage des tanins totaux (Folin-Ciocalteu). La méthode de Diffusion Radiale 
(méthodeà siŵpleà d͛ĠvaluatioŶà deà laà ĐapaĐitĠà deà ĐoŵpleǆatioŶà desà taŶiŶsà aveĐà lesà pƌotĠiŶesͿà aà
ensuite été utilisée. Enfin, la spectroscopie dans le milieu infra-rouge proche (SPIR) a également 
peƌŵisàd͛oďteŶiƌàdesàĠvaluatioŶsàdeàlaàteŶeuƌàeŶàtaŶiŶsàdesàĠĐhaŶtillons, après récolte –collecte) 
des spectres et développement de calibrations. Le test de dégainement larvaire a quant à lui 
peƌŵisàd'Ġvalueƌàl͛effiĐaĐitĠàaŶthelŵiŶthiƋueàdeàl͛ĠĐhaŶtilloŶ.  
Ces méthodes ont été corrélées entre elles (Article 1). Une protection par savoir-faire secret est 
envisagée pour protéger les résultats de cette première étude. 
 
Le deuxième oďjeĐtif de la thğse a ĠtĠ de dĠfiŶir les ĐoŶditioŶs optiŵales d’utilisatioŶ des 
granulés de sainfoin en élevage pour une gestion plus durable du parasitisme. Le premier chapitre 
deà Đetteà paƌtieà aà poƌtĠà suƌà l͛iŶflueŶĐeà deà laà ƋuaŶtitĠà deà saiŶfoiŶà daŶsà laà ƌatioŶà età deà laà duƌĠeà
d'adŵiŶistƌatioŶàsuƌàl͛iŶfestatioŶàpaƌàlesàNGIs,àafiŶàd͛avoiƌàuŶàeffetàŵaǆiŵalàsuƌàl͛ĠtaďlisseŵeŶtàdesà
larves L3 et sur les vers adultes (Article 2). Cet article sera soumis à Veterinary Parasitology en  
2017. 
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Dans un second teŵps,à l͛utilisatioŶàĐoŶjoiŶteàduàsaiŶfoiŶàetàd͛uŶàaŶthelŵiŶthiƋueàdeàsǇŶthğseàaà
été étudiée. Certains éleveurs font face à des situtations de multi-résistances des populations de 
NGIs aux diverses familles de molécules de synthèse dans leurs élevages. Réduire la pression 
parasitaire grâce à un régime à base de sainfoin permettrait potentiellement de redonner de 
l͛effiĐaĐitĠàauǆàáHsàetàdeàliŵiteƌàl͛appliĐatioŶàdesàtƌaiteŵeŶtsàáHsàetàaiŶsiàdiŵiŶueƌàl͛appaƌitioŶàdeà
résistances (Article 3). Cet article a été publié dans Veterinary Parasitology, 227, pages 122-129, 
août 2016. 
 
Le troisième objectif de la thèse était de comparer les ovins et caprins dans leur capacité 
à sélectionner volontairement des granulés de sainfoin pour améliorer leur état parasitaire ( = 
faĐultĠàd͛autoŵĠdiĐatioŶͿà;áƌtiĐleàϰͿ.àCetàaƌtiĐleàseƌaàsouŵisàăàáŶiŵalàavaŶtàlaàfiŶàdeàl͛aŶŶĠeàϮϬϭϳ. 
 
CetteàthğseàaàĠtĠàpƌĠpaƌĠeàsousàfoƌŵeàd͛aƌtiĐlesàsoitàpubliés soit en préparation pour soumission. 
 
 
Figure 21: Résumé des objectifs de la thèse 
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Chapitre 1 
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Article 1 : Comparaison de méthodes d’aŶalǇse simples des valeurs protéiques, 
des teneurs en tanins condensés et des activités biologique et anthelminthique 
d’ĠĐhaŶtilloŶs de saiŶfoiŶ 
 
Afin de déterminer rapidement la qualité et la bio-aĐtivitĠàd͛uŶàgƌaŶulĠàdeàsaiŶfoiŶ,à ilàestà
nécessaire de mesurer rapidement sa teneur en tanins condensés (TCs). Parmi les méthodes 
d͛aŶalyse de la teneur en TCs, la méthode bio-chimique de Folin-Ciocalteu (FC) est fréquemment 
utilisée mais demande un temps considérable. La méthode de Diffusion Radiale (RD) est basée sur 
l͛aĐtivitĠà deà Đoŵpleǆation des TCs avec les protéines.à LaàŵĠthodeà d͛iŶhibition du dégainement 
laƌvaiƌeà ;LEIáͿàpeƌŵetàd͛aŶalǇseƌà l͛aĐtivitĠàaŶthelŵiŶthiƋueà ;áHͿàduàgƌaŶulĠ.àDeàplus,à l͛utilisatioŶà
de la spectroscopie en infra-rouge proche (SPIR) pour déterminer de façon précise et rapide la 
teneur en TCs a été utilisée. 
Les objectifs de cette première étude ont été d͛Ġvalueƌà lesà paƌaŵğtƌesàdeà Đultuƌeà aǇaŶtà
une l͛iŶflueŶĐeàsuƌàlaàteŶeuƌàeŶàtaŶiŶs,àdeàĐoŵpaƌeƌ différentes méthodes de dosage des tanins et 
d͛aŶalǇseàdeàl͛aĐtivitĠàďiologiƋueàetàdeàles appliquer en entreprise. 
 
La totalité des échantillons de sainfoin disponibles durant les quatre dernières années de 
récolte (324) ont été utilisés dans cette étude, provenant de différents lieux de culture, sous 
forme de fourrage ou de granulés (gamme de teneur en TCs de 0.61 à 7.80 % de la matière sèche). 
Trente deux pourcents de ces échantillons contenaient plus de 3 % de TCs. Tous les échantillons 
ont été analysés par la méthode bio-chimique de dosage des tanins totaux Folin-Ciocalteu. Quand 
la taille de l͛ĠĐhaŶtilloŶà Ġtaità suffisante, la méthode de diffusion radiale a été réalisée. Afin de 
dĠteƌŵiŶeƌà l͛aĐtivitĠà aŶtipaƌasitaiƌeà deà l͛ĠĐhaŶtilloŶ,à lesà ĠĐhaŶtilloŶsà lesà plusà disĐƌiŵiŶaŶtsà eŶà
termes de quantités de tanins ont été testés par la méthode LEIA. Enfin, une calibration SPIR a été 
développée pour prédire la teneur en TCs. 
 
La calibration SPIR a conduit à un coefficient de détermination de 0.66 pour la prédiction 
de la teneur en tanins. Les corrélations deux à deux entre les différentesàŵĠthodesàd͛aŶalǇseàoŶtà
été confirmées par une analyse en composantes principales : les teneurs en tanins obtenues par la 
SPIR ont été très corrélées avec les teneurs obtenues avec la méthode de référence Folin-
Ciocalteu et avec les valeurs EC50, résultat du test LEIA (P < 0.05). Les valeurs FC ont également 
ĠtĠà ĐoƌƌĠlĠesà aveĐà lesà valeuƌsà ECϱϬ,à ŵettaŶtà eŶà avaŶtà l͛iŶflueŶĐeà desà TCsà daŶsà l͛aĐtivitĠà aŶti-
parasitaire. En revanche, auĐuŶeàĐoƌƌĠlatioŶàŶ͛aàĠtĠàoďteŶueàeŶtƌeàlaà‘DàetàlesàautƌesàŵĠthodes,à
allaŶtà aiŶsià ăà l͛eŶĐoŶtƌeà deà Ŷotƌeà hǇpothğseà Ƌueà l͛aĐtivité AH du sainfoin était due à la 
complexation des TCs avec les protéines.  
 
 L͛utilisatioŶà deà laà speĐtƌosĐopieà en milieu infra-rouge proche peut permettre de prédire 
rapidement la quantitĠàdeàtaŶiŶsàd͛uŶàĠĐhaŶtilloŶ,àvoiƌe son activité anthelminthique. Des études 
supplémentaires sont nécessaires pour déterminer si cette calibration pourrait être utilisée sur 
d͛autƌesàlégumineuses ou co-produits industriels riches en TCs.  
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Abstract 
In order to determine the quality and possible bioactivity of sainfoin pellet, it is necessary to rapidly 
measure the condensed tannin (CT) content. Among the conventional methods to analyze the tannin 
content, the Folin Ciocalteu (FC) method is classically used but it is time consuming. The Radial 
Diffusion (RD) method is based on the precipitating activity of CT. This method gives a rapid 
estimation of the CT content and the biological activity of the extract. The Larval Exsheathment 
Inhibition Assay (LEIA) permits to analyze the anthelmintic (AH) activity of the pellet. Moreover, 
Near Infrared Reflectance Spectroscopy (NIRS) for rapidly and accurately determining the tannin 
content was also assessed. 
324 sainfoin samples were used in this study. All the samples were analyzed with the FC method 
(reference) and when possible (i.e. sufficient quantity), they were tested with the RD. The most 
discriminatory samples (in CT content) were tested with the LEIA. The 324 sainfoin samples were 
used for the NIRS calibration (they covered a range of CT content from 0.61% to 7.80% of dry 
matter).  
The coefficient of determination (R²) of the NIR tannin content calibration was 0.66. The 2 by 2 
correlations between the methods were confirmed by the Principal Component Analysis. The NIR 
values were highly correlated with the FC values and the EC50 values (results of the LEIA = AH 
activity of a sample).  The FC values were also correlated with the EC50 values, whereas the RD 
values were not correlated with other analytical methods. 
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The use of NIRS for the determination of the CT content in sainfoin and other legumes, and the 
anthelmintic activity, provides an advantage of time saving and lower cost of analysis than chemical 
analysis. 
 
Keywords: Sainfoin; Nutraceutical; Condensed Tannin; Radial diffusion; Near Infra-Red 
Spectroscopy; Folin Ciocalteu; Larval Exsheathment Inhibition Assay; Nematodes 
 
1. Introduction 
 
Condensed tannins (CT) are polyphenolic compounds belonging to the flavonoid group 
(Mueller-Harvey and McAllan, 1992). They are located in various parts of the plant and they have 
the capacity to bind proteins (Mueller-Harvey, 2006). Legumes containing CT, as sainfoin 
(Onobrychis viciifolia), but also sulla (Hedysarum coronarium) or sericea lespedeza (Lespedeza 
cuneata) for example, seem to represent an alternative to commercial anthelmintic (AH) treatments, 
when used as nutraceuticals (plants that combine positive effects for animal nutrition and health) 
(Hoste et al., 2015). 
 
Many in vitro assays with extracts of tanniniferous legumes rich in CT have shown promising 
results (Brunet et al., 2007; Manolaraki et al., 2010).  
Furthermore, several in vivo studies performed with sainfoin (see Hoste et al., 2012 and 2015), sulla 
(Niezen et al., 2002; Pomroy and Adlington, 2006) or sericea lespedeza (Shaik et al., 2006; Gujja et 
al., 2013) have confirmed these anthelmintic effects and defined the concept of nutraceuticals.  
 
Recently, some studies were performed with pelleted legumes. Industry has focused on the 
dehydration processes to produce pellets to improve the conservation and stability of CT-rich 
forages. This has been applied on sericea lespedeza (Terrill et al., 2007; Gujja et al., 2013; 
Kommuru et al., 2015) and sainfoin (Girard et al., 2013; Saratsi et al., 2015; Gaudin et al., 2016; 
Desrues et al., 2016). These pellets have the advantage to permit the control of the quality of the 
plant compounds, to facilitate the distribution in farm and to be exported widely. 
One of the main advantage is also to permit the characterization of the products before use. This 
characterization might include the analysis of the CT content in the plant but also the bioactivity of 
the sample. For industrial development, it seems important to promote simple, low cost, repeatable 
and if possible automatic methods.  
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A lot of different methods have been described to determine the CT content in plants. 
Tannins can be detected by chemical methods and more specifically with colorimetric assays, 
after producing a color with several different reagents (Mueller-Harvey, 2006). 
One of the most applied chemical method is the Folin-Ciocalteu (FC), which uses the specific 
phenol reagent Folin-Ciocalteu (Bruneton, 1999). The FC method is based on chemical reduction of 
the reagent (mixture of tungsten and molybdenum oxides). The products of the metal oxide 
reduction have a blue color that has broad light absorption with a maximum at 765 nm 
(Waterhouse, 2001). It was stated that the FC method, which takes into account all hydroxyl 
aromatic compounds (Rover and Brown, 2013), is a better method for quantification of CT (Yu and 
Dahlgren, 2000).  
The butanol-HCl method is also classically used (Porter et al., 1986). It is based on the 
depolymerisation reaction of CTs in an acid environment (Makkar, 2000; Schofield et al., 2001). 
Recently, an adaptation of this method was developed (Grabber et al., 2013): acetone was added in 
the reaction which permitted to recover 3.2 times more tannins from plants compared to the 
previous conventional butanol-HCl method. The vanillin method measures colored complexes 
formed between vanillin and the last flavonoid of the CTs (Makkar, 2000; Schofield et al., 2001). 
Last, thiolysis coupled with High Performance Liquid Chromatography is also suitable to quantify 
tannins in plants (Mueller-Harvey, 2006). 
Finally, the Radial Diffusion (RD) technique can also measure indirectly the tannin content in 
plant extracts. It is a protein precipitation assay based on the properties of tannins to bind proteins, 
by reacting the tannin with a protein and quantifying the precipitated complex (Hagerman, 1987). 
This method is simple and gives a rapid estimation of the biological activity of a sample (Makkar, 
2000; Hagerman, 2002; Mueller-Harvey, 2006). 
 
To evaluate the anthelmintic activity of a plant sample, several in vitro analysis are available 
targeting different stages of nematodes (eggs, L1 larvae, L3 larvae, adults), for example the Egg 
Hatch Assay, the Larval Migration Inhibition Assay or the Adult Motility Inhibition Assay (Jackson 
and Hoste, 2010). One of the simple, repeatable and less time consuming parasitological in vitro 
test is the Larval Exsheathment Inhibition Assay (LEIA) (Bahuaud et al., 2006; Alonso-Díaz et al., 
2011). This assay compares the inhibitory effects of the plant extracts on the exsheathment process 
of gastrointestinal nematodes (GINs).  
 
There is a huge variability among these analytical assays. A lot of these methods are time 
consuming and some are not specific of the CTs, but are more generally applied to flavonols (e.g. 
the vanillin method) (Hagerman, 2002). Some methods can be affected by other nonphenolic 
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reducing molecules (e.g. the FC method) (Yu and Dahlgren, 2000). Some are only semi-quantitative 
because they do not dose all the products released after depolymerisation (e.g. the butanol-HCl 
method) (Schofield et al., 2001). Moreover, some of these methods require specific laboratory 
equipment (e.g. thiolysis) and cannot be performed everywhere.  
 
An alternative to the chemical analysis of tannins is the use of Near Infra-Red Spectroscopy 
(NIRS). Nowadays, NIR spectroscopy is widely used in feed companies to analyze solid or liquid 
products. It is based on the principle of the measure of the reflexion (or absorbance) of the light 
source (the NIR apparel) by objects (sainfoin extracts for example) (Siesler et al., 2002). The 
recorded spectra would permit to develop calibration curve by relating these spectra with data 
collected from laboratory-based assays (Folin-Ciocalteu method) to predict the values of new 
samples (Dykes et al., 2014). Mathematical modeling using data obtained from wet chemical 
methods and spectra information can be performed using classical least squares, multiple linear 
regression, principal component regression, and partial least squares (Adu-Amankwa et al., 2011). 
NIR spectroscopy induced fast and accurate analysis with no need of sample preparation, no waste, 
reduced costs and ease of use.  
Some studies using NIRS had been previously performed to measure the phenolic or tannin 
content in plant containing tannins, such as Vicia and Lathyrus spp. (Goodchild et al., 1998), Pinus 
caribaea (Adu-Amankwa et al., 2011) or sorghum (Dykes et al., 2014), but never in sainfoin. On 
the other hand, information remains very limited on the evaluation of the biological activity of 
tannins by NIRS; only some studies were performed to evaluate the antioxidant capacity of plant 
(Redaelli et al., 2016; Tahir et al., 2016). 
 
The aim of this study was to evaluate a combination of simple, efficient, cheap, repeatable 
and applicable, on industrial conditions, methods to determine nutritional values (e.g protein 
content) of sainfoin samples (forage or pellets), but also the CT content, the protein binding 
capacity and the AH properties. The objectives were to investigate whether the RD technique and 
NIRS could be used to rapidly and accurately predict protein and tannin contents of sainfoin and 
predict the biological activity of sainfoin, by reference calculation of tannin with the Folin-
Ciocalteu method and AH activity with the LEIA. A second objective was to test the NIRS 
calibration to predict CT content of new legumes or by-products of the food industry. 
A specific objective was to evaluate the effects of different factors of sainfoin culture and 
dehydration on the CT content.  
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2. Materials and methods 
2.1 Samples 
 
324 sainfoin samples were used in this exploratory work, to have a large range of variation 
of tannin content. No experimental plan was performed, they correspond to the samples available 
during the four previous years of harvest. The main factors of variations are listed in Table 1. 
Briefly, different factors of sainfoin culture were explored, i) Quality: 256 samples were cropped on 
a standard quality and 68 samples were cropped in Protected Designation of Origin (PDO); ii) Cut: 
They were collected from three cuts per year; iii) Year: They were harvested between May 2012 
and September 2015; iv) Variety: 304 samples belonged to the Perly variety and 20 samples to the 
Perlix; v) Geographical origin: 287 samples came from the east of France (parcels located around 
Viâpres-Le-Petit). In addition, 17 samples were obtained from other parts of France. Finally, 20 
samples came from Swiss (but it was a different variety). 
The form of the sample was also registred to evaluate the dehydration process: 222 samples were 
pelleted. From these, 102 samples were kept in forage in order to examine the impact of the 
dehydration process. 
In addition, three Onobrychis hay samples (varieties: peloponnesiaca, alba subsp. laconica 
and ebenoides), two legume samples (coronilla (Coronilla coronata) and bird’s-foot trefoil (Lotus 
corniculatus)) and three by-products of the Human food industry (Hazelnut (Corylus avellana), 
Walnut (Juglans) and Chestnut (Castanea sylva)) were then used to examine whether the NIRS 
calibration can be expended to other tannin-containing samples. 
2.2 Kjeldahl method 
 
The Kjedldahl method is an usual method for the quantitative determination of nitrogen in 
chemical substances (Kjeldahl, 1983).  
 
 Reagents  
All the reagents (sulphuric acid, potassium sulphate, sodium hydroxide, boric acid and 
sodium carbonate) were obtained from Sigma Aldrich® (France).   
 
 Analysis  
Briefly, the sample to be analyzed was heated with sulphuric acid (the organic substance 
was decomposed) and potassium sulphate was added (the sample was becoming colourless because 
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of chemical decomposition). Sodium hydroxide was added during the distillation of the solution 
(ammonium salt was converted to ammonia) and the nitrogen content was determined by back 
titration. A solution of boric acid permitted to titrate the ammonia with sodium carbonate. 
 
2.3 Folin-Ciocalteu 
The FC method is a colorimetric method used to determine total phenolics in samples in a 
first step (Zhishen et al., 1999; Makkar, 2000). In a second step, Polyvinyl polypyrrolidone (PVPP), 
which binds tannins, is added to the samples to determine the non-tannin molecules in the plant and 
the tannin concentration can then be measured by calculating the difference between total phenolics 
and non-tannin molecules (Makkar, 2000).  The method used in this study was adapted from Folin 
and Denis (1915).  
  
 
 
 Reagents and solutions  
The dichloromethane was obtained from CARLO ERBA® and the acetone from CHEM-
LAB®. The FC reagent (consisting of sodium tungstate, sodium molybdate, lithium sulfate, bromine 
and some acids) was obtained from VWR®. The tannic acid was obtained from HACH®. The PVPP 
was obtained from MERCK®. The sodium carbonate was obtained from Sigma Aldrich® (France).   
The standard solution was made of a tannic acid stock solution by dissolution of 0.5 of dry 
tannic acid in 10 ml of ethanol and diluted to 100 ml with water. 
 
 Calibration curve and determination of phenol levels in the samples  
Briefly, solutions of tannic acid with phenol concentration of 0, 50, 100, 150, 250 and 500 
mg/l tannic acid were added to the FC reagent and a sodium carbonate solution. The absorbance 
was determined after 2 hours at 765 nm against the blank (the “0 ml“ solution) and the absorbance 
vs. concentration was plotted, according to the standards (Waterhouse, 2001). Then, instead of the 
standard, the sample extract was added. Results were read on the calibration curve and reported as 
Tannic Acid Equivalent. 
 
2.4 Radial diffusion  
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This method can be used to determine the ability of tannin content in plant extracts to make 
complex with protein (Hagerman, 1987). Tannins react with proteins and make precipitated 
complexes. The radial diffusion technique aims at quantifying these complexes: a tannin-containing 
solution is placed in a well in a protein containing agar plate. 
 
 Reagents and buffer  
All reagents (agarose, BSA, acetic acid, ascorbic acid, acetone) and the tannic acid were 
obtained from Sigma Aldrich ® (France). 
 Buffer, agar plate, tannin-containing solutions, expression of results   
Briefly, an agar plate which contains Bovine Serum Albumin (BSA) and a buffer of 50 mM 
acetic acid and 60/xM ascorbic acid is made and adjusted to pH 5.0. Wells were formed into the 
plate. 60 µl of the tannin-containing solution (extracted for one hour with acetone-water, 7:3 v/v) 
were added in each well (15 µl aliquots of the same extract were added to a single well as the liquid 
was absorbed by the gel) and 15 µl of tannic acid were added in the middle well. The Petri dishes 
were then incubated at 25°C for 48 hours and the exact diameter of the well and the rings was 
measured. The tannin concentration was calculated using the following formulas: 
a)  
 
 
 
b)  
 
 
 
2.5 Larval Exsheathment Inhibition Assay 
 
The LEIA was performed as described by Bahuaud et al., 2006. This assay aims at 
comparing the inhibitory effects of the tannin containing extracts on the exsheathment process of 
gastrointestinal nematodes such as H. contortus. 
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 Reagents, buffer, gastrointestinal nematodes 
All reagents (acetone, phosphate sodium chloride, sodium hypochlorite) were obtained from 
Sigma Aldrich ® (France). 
The third-stage larvae (L3) were obtained from feces of donor sheep, kept indoors and 
infected monospecifically with an AH susceptible strain of Haemonchus contortus. The facilities 
hosting the animals and trial performance met French ethical and welfare rules (agreement SSA 
n°115, December 15, 2014). Faeces were maintained for 12 days at 23°C to obtain the third-stage 
larvae. Larvae were then recovered from feces using the Baermann technique (Baermann, 1917) 
and stored at 4°C in a horizontally vented cap flask at a concentration of 1000−1500 L3/ml. Prior to 
use, the larvae were checked to ensure that at least 90% of them were mobile and ensheated. Larvae 
from the same isolates were approximately 2-month-old to perform the in vitro assay. 
 
 Larval exsheathment inhibition assay 
Briefly, 1000 ensheated L3 larvae of H. contortus were first incubated for 3 h at 20 °C with 
one extract at serial dilutions of 1200, 600, 300, 150 and 0 μg/mL in Phosphate Buffer Solution 
(PBS) (0.1 M phosphate, 0.05 M NaCl, pH 7.2). After washings, they were submitted to the 
artificial exsheathment process by contact with a solution containing sodium hypochlorite (2% w/v) 
and sodium chloride (16.5% w/v), diluted 1 to 400 in PBS. 
The exsheathment kinetics were measured under a microscope at ×200 magnification by 
identifying the proportion of exsheated larvae. Regular examination was performed at 0, 20, 40, and 
60 min after contact with the exsheathment solution. 
The exsheathment percentage was calculated according to the following formula: ((number 
of exsheated larvae)× 100)/(number of exsheated larvae + ensheated larvae)). For each sample, four 
replicates were run per concentration and observation time to examine the exsheathment kinetics. 
Effective concentration that causes 50% of exsheathment (EC50) can then be calculated: the more 
tannins in the sample there will be, the lower EC50 value it will have (and a higher biological 
activity). 
 
2.6 Near Infrared Spectroscopy 
 Material 
A total of 324 sainfoin samples were used to develop the protein and CT calibrations. All 
the samples have been first evaluated for protein and CT contents, with the Kjeldahl and FC 
methods in the reference laboratory.  
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 Spectra acquisition 
50 g of all the samples, both pellets and forages, were ground with a 1 mm sieve, Retsch 
ZM200. Then, they were placed in a NIRS system micro sample cup. NIR spectra were recorded on 
a Bruker FT-IR® spectrometer (TANGO Serial Number: 359) to measure diffuse reflected light in 
the range from 870 nm to 2500 nm. 367 spectra were accumulated for one sample and a mean was 
done by the software. After the spectrum had been obtained, the sample cup was emptied and 
cleaned. 
For purposes of NIR calibration curve development, 13 outlier samples (a few samples with 
extreme values which could biase the model) were excluded from the calibration (i.e. 311 samples 
are included in the calibration). 189 new samples were then tested with this NIR calibration for 
validation. 
 
 Calibration modeling 
Chemometric (science of extracting information from chemical systems by data-driven 
means) modelling was performed with the OPUS® software package (version 7.2). For 
preprocessing, full multiplicative scatter correction, first derivative, straight line subtraction or 
standard normal derivation were tested and the first derivative was applied. Calibrations were 
developed (based on NIR spectra and lab chemical analysis of protein and tannin contents) using 
partial least squares (PLS) regression after principal component analysis (PCA). Calibrations were 
tested by full cross-validation and predicted protein and tannin contents were compared to measured 
ones. The root mean square error was calculated for the calibration samples and for the predicted 
samples. 
 
2.7 Statistical Analysis 
 
The effective concentration that causes 50% exsheathment inhibition (EC50) for each 
extract was calculated at 60 min (using the software Probit Polo Plus®). 
The statistical comparison of data according to the form of the sainfoin (forage or pellet, the 
quality, the variety, the cut and the year of harvest were analyzed using a one-way variance analysis 
(ANOVA). Significant values (P < 0.05) were reported. 
Then, nonparametric rank correlations of Spearman between the different methods of 
analysis were calculated 2 by 2. Significant values (P < 0.05) were reported. 
Finally, a multivariate analysis (Principal Component Analysis (PCA)) was performed to 
obtain an overall synthesis of the relationships between the different techniques. The variables 
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composing the column of the two PCA matrices included quantitative data (% CT with the FC 
technique, with the RD method and with the NIR calibration and the EC50 per sample) and 
qualitative parameters (variety and quality of the sainfoin, cut, year of harvest and form of the 
product).  
All statistical analyses were performed using the R® software. 
 
 
3. Results 
3.1 Kjeldahl method 
 
Protein content ranged from 9.83 % and 20.08 % (of Dried Matter, DM) in the different 
sainfoin samples with a mean of 15.21 % (S.D. = 1.66).  
3.2 Folin-Ciocalteu 
 
The FC method is the reference method in this study to evaluate total tannins. All the 
sainfoin samples were analyzed by the same laboratory. The CT content ranged between 0.61 and 
7.80 % of dry matter (eq. tannic acid) for sainfoin, with a mean CT content of 2.84 (S.D. = 0.99). 32 
% of all the samples had TCs values above 3 %. 
The table 1 presents the results of the ANOVA depending on different factors affecting the 
sainfoin culture and samples. There was no effect of the variety (PDO vs. standard) on the CT 
content (P = 0.62). Statistical differences were observed between the cuts: more tannins were found 
in the second cut and then in the third cut (respectively 2.42 eq. tannic acid, 2.89 and 3.01) (P < 
0.05). Significant results were found according to the year of harvest: the principal result was that 
more tannins were found in 2015 than in 2013 and 2014 (respectively 3.38 eq. tannic acid, 2.36 and 
2.57) (P < 0.05). The Perlix variety from Switzerland contained more CTs than the Perly one (5.10 
eq. tannic acid vs 2.69) (P < 0.05) (there was a confounding effect between the variety and the 
origin).  
Finally, the dehydration had a significant impact of the content in CTs: the mean of CT 
content for pellets was 2.73 eq. tannic acid (S.D. = 0.59) and 3.07 eq. tannic acid for hay (S.D. = 
1.52) (P < 0.05). 
The table 2 presents the results of the ANOVA depending on different factors affecting the 
sainfoin culture and samples, to test the interaction between factors. The dehydratation was the less 
impacting factor and the cut the most impacting factor. 
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3.3 Radial diffusion  
 
Radial diffusion values of the different sainfoin samples (% of tannic acid) ranged from 0.04 
% to 3.40 %, with a mean of 0.83 (S.D. = 0.56).  
 
 
3.4 Larval Exsheathment Inhibition Assay 
 
A range of 63 discriminatory samples (with high or low CT content measured by FC) were 
tested for AH activity with the LEIA. If a low EC50 value is measured in the extract, the extract 
will have a high anthelmintic activity. The EC50 results ranged between 84 µg/ml and 981 µg/ml, 
with a mean EC50 value of 326 µg/ml (S.D. = 107). 
 
3.5  NIR  
a) Protein prediction calibration of sainfoin samples 
 
 
The figure 1 gives the data obtained with the OPUS® software on the protein calibration and 
the criteria to judge the quality of the method. The correlation coefficient R² reached 0.85, which 
indicated a good correlation between the predicted values and the reference laboratory values. The 
Root Mean Square Error of Cross Validation (RMSECV) was 0.62 (a model is robust when the 
RMSECV is close to 0). The Residual Prediction Deviation (RPD) (ratio of standard deviation to 
standard error of prediction) was 2.59. 
The protein content of the calibration extracts varied from 9.83 % to 20.08 % with a mean of 
15.21 % (S.D. of 1.66), which covered a large enough range.  
 
b) CT prediction calibration of sainfoin samples 
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The figure 2 gives the data obtained with the OPUS® software on the tannin calibration and 
the criteria to judge the quality of the method. The correlation coefficient R² reached 0.66, the 
RMSECV was 0.48 and the RPD was 1.71. 
The CT content of the calibration extracts varied from 0.61 to 7.80 of dry matter (eq. tannic 
acid) with a mean of 2.84 (S.D. of 0.99).  
 
3.6 Spearman’s Correlations and PCA (Table 3 and Figures 3 and 4) 
 
The table 3 presents the values of the Spearman’s correlation coefficients and the significant 
p values between the different methods to analyze the tannin content. The correlation between FC 
and NIRS was positive and significant (S = 0.74 ; P<0.01). Conversely, the correlation between 
EC50 and FC was negative and significant (S = -0.37; P<0.01), as well as the correlation between 
EC50 and NIRS (S = -0.33 ; P<0.05). The correlations between RD and the three other methods 
were not significant.  
When PCA was applied, the two main components of axis 1 were NIRS and FC (i.e methods 
performed to determine the content in CT), and to a lesser degree the EC50 (i.e assay determining 
the AH activity of sainfoin). For axis 2, RD was the main component explaining this axis (i.e assay 
determining the biological activity of sainfoin). The plane defined by the combination of axes 1 and 
2 represented 69% of the overall variability (Figure 3). The figure 4 represents the histogram of 
each analytical method. 
The aim of this type of analysis was to describe the global relationships between the different 
variables. Variables that are positively related are closely located on the same side of the plane. In 
contrast, variables that are negatively related are located diagonally in opposed quadrants. The 
analyses of these planes tended to confirm the 2 by 2 Spearman’s correlation results. The EC50 
values were in opposition to the methods determining the CT content (NIRS and FC) and, to a 
lesser degree, to the RD. 
 
 
 
3.7 Exploration of CT prediction calibration of other tannin-containing samples 
 
The table 4 presents the results of the prediction of CT content in samples not included in 
the calibration : 3 other Onobrychis extracts, 2 tannin-containing legumes and 3 by-products. The 
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percentage of deviation between the laboratory values and the NIR predicted values varied from 5% 
to 22% for the sainfoin samples, from 45% to 71% for the legume samples and from 84% and 
1062% for the by-product samples. 
 
4. Discussion 
 
To the best of our knowledge, this is the first study were several in vitro methods to analyze 
CT contents and their properties were combined and correlated together. The general aim of this 
study was to investigate if the NIR spectroscopy could measure protein and CT contents in sainfoin, 
but also some biological activities related to these polyphenolic compounds (e.g the protein 
precipitating activity of tannins and the AH activity). Another preliminary objective was to verify if 
this calibration could be used to predict values of other legumes. Finally, a secondary objective was 
to study the variability, in term of CT content, between different culture factors and conservation 
process of sainfoin.  
 
The reference method to measure CTs and to study the variability between samples in our 
study was the Folin-Ciocalteu method. 
First, different factors conditioning the culture of sainfoin did impact the CT content. Firstly, 
the variety did have a significant effect on the CT content: the Perlix variety from Swiss did have 
more CTs than the French genetically selected variety Perly. However, some in vitro (Azuhnwi et 
al., 2012) or in vivo studies (Werne et al., 2013; Campidonico et al., 2016) were performed with the 
Perly variety and provided promising results on animal health, whereas no effects were obtained 
with the Perlix variety, highlighting its biological or AH activity. Such differences between sainfoin 
varieties were already observed in other studies which mentioned an effect on the CT content and 
quality, and also on the AH activity (Manolaraki, 2011; Malisch et al., 2015). Secondly, the year of 
harvest, differing in weather conditions, did have a significant impact on CT content. This was 
already observed with other CT-rich plants (Atrilex canescens) where the season of harvest had 
significant effect on the CT content (Medjekal, 2016). Thirdly, the number of cuts was significantly 
correlated to the increase in CT content. This was previously observed (Azuhnwi et al., 2011): the 
harvest being considered as a physical stress, could explain the increased plant secondary 
metabolites (PSM) content with higher number of cuts. The plants produce PSM to adapt to 
environmental conditions, such as diseases and aggressors, UV screens, physical or chemical stress 
(Mueller-Harvey and McAllan, 1992). Finally, the quality of the cultivation soil did not have an 
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effect on the CT content. This is different from other studies where sainfoin of different 
localizations had different CT content values (Manolaraki, 2011; Azuhnwi et al., 2011). 
In relation to technological processes, the data obtained from the analysis of the sainfoin 
pellet and forage samples confirm some previous studies where the CT content of pelleted sericea 
lespedeza was lower than before dehydration (Terrill et al., 1992). Processes such as sun drying, 
grinding and pelleting, and in general any processes involving heat, are suspected to affect the 
quantity of CTs, or alter plant’s CTs ratio from extractable to bound forms (Minnee et al., 2002; 
Wolfe et al., 2008; Lorenz et al., 2011). When the plant is heated (temperature > 100°C), the cell is 
dehydrated and the water and tannins located in the vacuoles will evaporate (Lees et al., 1994). 
However, the use of pelleted sainfoin gives farmers greater flexibility to use bioactive forages with 
an easier storage, and transport to areas where these legumes do not grow well or at all (Hoste et al., 
2015). 
  
The Folin-Ciocalteu is a method to measure extractable phenolic compounds (Yu and 
Dahlgren, 2000). It was chosen as the reference method in this study because it is simpler than the 
butanol-HCl method (Mueller-Harvey, 2006). However, this method is complicated and time-
consuming because some sample dilution and long incubation periods are required.  
There is a huge CT content variability between sainfoin samples, which imposes to find 
rapid measurements to direct the batches for the good purposes for animal nutrition. 
 
NIR calibration was thus explored to evaluate whether it can provide rapid analysis available 
in industrial conditions. NIR spectroscopy offers a number of advantages for qualitative and 
quantitative analysis and process control applications, such as: no sample preparation, no waste, 
reduced costs, fast measurements and analysis, accuracy and ease of use. NIRS is now widely used 
in the food industry (Osborne et al, 1993; Bertrand and Dufour, 2000). It is a quick, inexpensive and 
non-destructive method. 
For more than 30 years, some studies have been performed with NIRS to predict condensed tannin 
contents in tannin containing forages such as bird’s-foot trefoil (Roberts et al., 1993), sericea 
lespedeza (Petersen et al., 1991; Windham and Barton, 1991), Leucaena leucocephala (Wheeler et 
al., 1996), Vicia spp. or Lathyrus spp. (Goodchild et al., 1998). However, as far as we know, only 
preliminary studies using chemometrics (informatic NIR analysis) performed with sainfoin had only 
been rarely described to predict tannin content in this legume (Mueller-Harvey et al., 2011). 
Moreover, in the previous cited study, the calibration was performed with reference values obtained 
with the butanol-HCl and not the FC method.   
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In this study, the development of the tannin calibration was possible due to a variability in 
term of CT content between the sainfoin samples: the CT content obtained with the FC method 
ranged between 0.61 and 7.80 of dry matter (eq. tannic acid). The RMSECV (Root Mean Square 
Error of Cross Validation) was close to 0 which is a criterion to develop a robust model. A Residual 
Prediction Deviation (RDP) (ratio between the standard deviation of the reference value and 
RMSECV) value above 2 is a criterion to judge a high quality model (Chang et al., 2001; Chang 
and Lair, 2002). In our case, the RDP was 1.71. However, in other documented prediction models 
(Derkyi et al., 2011), the RDP was higher, meaning that the model predicting CT content in sainfoin 
can be improved by adding spectra with a higher range of CT content in the calibration. Besides, in 
sainfoin, calibrations predicting protein content have RDP higher than 2, meaning that tannins are 
molecules more complex to predict than proteins (see figure 1). 
The PCA and Spearman’s correlations confirmed that the Folin-Ciocalteu analysis was 
highly correlated to the NIR analysis predicting the tannin content, meaning that the NIR analysis 
seems an option to rapidly analyze the CT content in a plant sample. 
 
One of the main hypothesis of this study was that NIR calibration could also predict the AH 
activity or the protein precipitating activity. 
Three in vitro assays are available to explore the interactions between tannins and infective 
third-stage larvae of gastrointestinal nematodes: the Larval Migration Inhibition Assay (LMIA), the 
Larval Feeding Inhibition Assay (LFIA) and the LEIA. The LEIA had been widely used to screen 
AH activity of either plant extracts (Jackson and Hoste, 2010; Klongsiriwet et al., 2015), tannin 
fractions (Novobilský et al., 2013; Quijada et al., 2015) or flavan-3-ol monomers (Molan et al., 
2002; Brunet and Hoste, 2006). This test can give a quick overview of the anthelmintic activity of a 
sample (it allows the calculation of EC50 values, which is rarely possible with the LMIA) and these 
results can be related to in vivo processes (Brunet et al., 2007). It is also simple and reproducible 
(Quijada et al., 2015). However, almost one day is mandatory for each sample.  
The PCA and Spearman’s correlations confirmed that the EC50 was significantly correlated with 
the FC method, confirming the hypothesis that the CTs are responsible of the AH activity (Hoste et 
al., 2015). The EC50 was also correlated to the NIR analysis, meaning that the fast and accurate 
NIR analysis could be used to predict the AH activity of sainfoin, although less data was available 
for this correlation (than the one between FC and NIR). 
The radial diffusion method was developed 30 years ago (Hagerman, 1987). This method 
gives a rapid overview of the precipitating activity of sainfoin and the tannin content. It is a protein 
precipitation assay, used to determine the ability of tannins to make complex with proteins 
(Theodoriou et al, 2011; Villalba et al., 2016). The formation of complex between tannins and 
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proteins can have consequences on the capacity of CTs to bind protein and reduce their degradation 
in the rumen or to reduce enteric production of greenhouse gases (Theodoriou et al., 2010; 
Niderkorn et al., 2012; Copani et al., 2015). These abilities of tannins were not evaluated in this 
study. 
The PCA and Spearman’s correlations revealed no correlations between the RD values and the FC, 
NIR and EC50, meaning that the complexation to proteins could be linked to other molecules than 
CTs. The hypothesis that the AH activity is related to the precipitating activity of tannins with 
proteins was thus not confirmed in the present study (Hoste et al., 2012). However, the study should 
be expanded on more samples with a wider range of CT. 
 
The NIR calibration in this study was developed with Perly sainfoin samples of two forms 
(forage and pellets). We have performed a preliminary study to explore if this calibration could also 
predict CT content in other Onobrychis samples not included in the calibration, and also other 
legumes rich in CT. Indeed, the spectra of these samples are very close and can be explained in the 
same way with the NIR model (Figure 5). This offers interesting industrial applications. However, 
spectra of the by-products, such as hazelnut, walnut or chestnut are different from the sainfoin 
spectra (especially the chestnut spectra which is totally different, the two others are only differing in 
the peaks) and cannot be predicted with this calibration for the moment (more samples need to be 
added in the calibration). More studies are needed.  
Most of the calibrations developed to predict polyphenols content are only applicable on one 
product, such as Pinus caribaea bark (Derkyi et al., 2011) or sorghum (Dykes et al., 2014) for 
example. Using a calibration on diverse tannin-containing products is very interesting on operating 
conditions, to predict nutritional values or tannin content with the same model on a large range of 
products present in companies.  
 
Conclusion 
As a response to the resistance of anthelmintics, the use of nutraceuticals rich in condensed 
tannins becomes more common. The quality of these nutraceuticals has to be accessed rapidly to be 
used by farmers as feed or nutraceuticals. 
This study has demonstrated how the non-destructive NIR measurements could be used as a 
routine method to determine the CT content but also the AH activity of tannin-containing samples. 
Calibrations has to be improved, by adding new samples with a high range of values, to 
predict the AH activity of tannin-containing samples.  
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Figure captions 
Fig. 1 Results of the protein prediction calibration of sainfoin (R² = correlation coefficient between 
predicted values by NIRS and reference values obtained with the Kjedldahl method – RMSECV = 
Root Mean Square Error of Cross Validation – RPD = Residual Prediction Deviation). 
 
Fig. 2 Results of the tannin prediction calibration of sainfoin (R² = correlation coefficient between 
predicted values by NIRS and reference values obtained with the FC method – RMSECV = Root 
Mean Square Error of Cross Validation – RPD = Residual Prediction Deviation). 
 
Fig. 3 Multivariate principal component analysis (PCA) explained to the four analysis methods of 
CT content (Folin-Ciocalteu, Radial Diffusion, NIRS, biological activity assessed with the LEIA 
test). The matrix was composed of 4 quantitative variables and 5 illustrative variables on the chart 
bellow (year, cut, variety, quality, form) and 324 lines (corresponding to 324 sainfoin samples). The 
planes represent 69% of the variability. 
 
Fig. 4 Histogram plots of the four analysis methods of CT content (Folin-Ciocalteu, Radial 
Diffusion, NIRS, biological activity assessed with the LEIA test).  
 
Fig. 5 NIR spectra of tannin-containing samples 
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Figures 
 
Figure 1 
 
 
 
Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
 
 
 
Figure 5 
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Tables 
 
Table 1: The effect of dehydration, quality, cut, year and variety on the CT content (% of CT with 
the FC method ± S.D.) of sainfoin samples. Results of a one-way analysis of variance. 
 
Parameter Class n Mean (± S.D.) p value 
 
Quality 
PDO  68 2.67 (± 0.62) 
0.62 
 Standard  256 2.72 (± 0.81) 
 
Cut 
1  142 2.42 (± 0.63) a  
< 0.05 
2  106 2.89 (± 0.82) b 
3  44 3.01 (± 0.86) b 
No 
available 
data 
 32  
 
Year 
2012  10 2.88 (± 0.83) a, b, c 
< 0.05 
2013  91 2.36 (± 0.85) a, d  
2014  93 2.57 (± 0.46) b, d 
2015  130 3.38 (± 1.11) c 
 
Variety 
Perlix  20 5.10 (± 1.22) 
< 0.05 
 Perly  304 2.57 (± 1.12) 
Form 
Pellet  222 2.73 (± 0.59) 
< 0.05 
Hay  102 3.07 (± 1.52) 
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Table 2: The effect of interactions between dehydration, quality, cut, and year on the CT content of 
sainfoin samples. Results of an analysis of variance. 
 
Parameter p value 
Cut x Dehydration < 0.01 
Cut x Quality < 0.01 
Dehydration x Quality 0.04 
Cut x Year < 0.01 
Dehydration x Year < 0.01 
Quality x Year < 0.05 
Cut x Dehydration x Quality < 0.01 
Cut x Dehydration x Year 0 
Cut x Quality x Year < 0.01 
Dehydration x Quality x Year 0 
Cut x Dehydration x Quality x Year 0 
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Table 3: Spearman’s correlation coefficients and significativity for tannin content according to 
different analysis methods 
 
 Folin-Ciocalteu Radial Diffusion NIR EC50 
Folin-Ciocalteu 
 
df = 191 
 
S value = 0.04 
> 0.05 
 
df = 189 
 
S value = 0.74 
< 0.01 
 
df = 63 
 
S value = - 0.37 
< 0.01 
Radial Diffusion 
 
 
 
df = 186 
 
S value = 0.05 
> 0.05 
 
df = 63 
 
S value = - 0.17 
> 0.05 
NIR 
 
  
 
df = 58 
 
S value = - 0.33 
< 0.05 
EC50     
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Table 4: CT predicted values with NIR equation established on sainfoin of CT containing samples 
differing from sainfoin and CT values with the Folin-Ciocalteu assay 
 
Sample 
Ct value in % of 
Tannic Acid 
(Folin-Ciocalteu) 
Ct predicted value 
in % of Tannic 
Acid (NIR) 
Deviation 
(=((% CT NIR - % CT 
FC) / (% CT FC)) * 100 ) 
Coronilla (Coronilla coronata) 3.37 5.75 71% 
Bird’s-foot trefoil (Lotus 
corniculatus) 
 
3.07 4.44 45% 
Onobrychis (peloponnesiaca) 
 
7.80 6.10 22% 
Onobrychis (alba subsp. 
laconica) 
 
4.64 3.68 21% 
Onobrychis (ebenoides) 
 
2.66 2.78 5% 
Walnut (Juglans regia) 33.80 4.49 86 % 
Hazelnut (Corylus avellana) 
 
23.48 5.77 75 % 
Chestnut (Castanea sylva) 
 
14.85 172.59 1062 % 
 
 
 
 
 
 
Elodie Gaudin | 2017 
 
 121 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Chapitre 2  
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Article 2 : Etude de l’iŶteraĐtioŶ eŶtre la durĠe de distribution et la concentration 
en tanins de granulés de sainfoin sur l’ĠtaďlisseŵeŶt des larves Lϯ d’H. contortus 
et T. colubriformis chez les ovins, et sur les vers adultes chez les caprins 
 
 Le développement des résistances envers les anthelminthiques de synthèse, notamment chez les 
petits ruminants, nécessite de trouver des solutions alternatives. Les nutricaments riches en métabolites 
secondaires semblent être une option intéressante afin de diminuer l͛utilisatioŶàdesàaŶthelŵiŶthiƋuesàdeà
sǇŶthğseàetàƌetaƌdeƌàl͛appaƌitioŶàdes résistances.  
 Les objectifs de ces deux études ĠtaieŶtàdeàvĠƌifieƌàl͛hǇpothğseàƋueàl͛efficacité de granulés riches en 
tanins contre l͛iŶstallatioŶàdesàlaƌvesàiŶfestaŶtesàetàĐoŶtƌe des populations adultes de nématodes, était liée 
à la durée de distribution et au niveau de tanins apporté dans la ration. 
 
Trentre six agneaux de trois mois ont été expérimentallement infestés par H. contortus et T. 
colubriformis. Ils ont été répartis en 3 lots : contrôle (0% de TCs), sainfoin (1,9% de TCs) ou sainfoin + 
châtaigne (5,0% de TCs). Ils ont été infestés 5 (n=18) ou 12 (n=18) jours après la mise en place des rations. 
Les régimes ont été maintenus ϭϬà jouƌsàapƌğsà l͛iŶfestatioŶ (date d͛autospsie : à J20 ou J27, selon le jour 
d͛infestation). L͛aďoŵasuŵàetàl͛iŶtestiŶàgƌġleàoŶt alors été prélevés pour comptage des vers. 
Dans une seconde étude, trente chèvres de réforme ont été infestées par H. contortus et T. colubriformis à 
J0 et les différents régimes (0% de TCs, sainfoin à 2,1% de TCs ou sainfoin + noisette à 2,8% de TCs) ont été 
définitivement mis en place à J28. Les animaux ont été autopsiés afin de compter les vers adultes, à J50 
(pour la moitié des individus de chaque groupe) ou à J70 (pour les animaux restants).  
 
La consommation de tanins a été associée à une tendance à une réduction du nombre de larves 
infestantes d’H. coŶtortus (expérimentation 1) et à une réduction de la fertilité des vers femelles (moins 
d͛œufsàpƌoduitsàpaƌàfeŵelleͿ de T. colubriformis (expérimentation 2). 
Dans les deux études, la plus longue durée de distribution a été associée à un effet plus important sur la 
biologie des nématodes. 
áuĐuŶeàdiffĠƌeŶĐeàŶ͛aàĠtĠàoďseƌvĠeàeŶtƌeàlesàƌĠgiŵesàsaiŶfoiŶàetàsaiŶfoiŶà+àĐo-produits industriels. 
 
Des granulés de sainfoin, seuls ou associés à des endocarpes de noisette ou de châtaigne, ont altéré 
la biologie des larves infestantes et des vers adultes de nématodes, représentant une option dans la lutte 
contre les résistances aux anthelminthiques. Les effets observés ont été reliés à la durée de distribution des 
granulés contenant des taŶiŶsà daŶsà laà ƌatioŶ.à D͛autƌesà Ġtudesà soŶtà ŶĠĐessaiƌesà afiŶà deà dĠteƌŵiŶeƌà uŶeà
durée plus précise. 
Le tableau ci-dessous recense les différences entre les deux études réalisées.
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Etude 
 
Critère 
Etablissement des larves L3 Vers adultes 
Animaux 36 agneaux de 2 mois  30 chèvres de réforme taries (1 – 7 ans) 
Aliments - Granulés croissance (540 g/jour – 15.2% 
protéines – 0% TCs) 
- Granulés de sainfoin (550 g/jour – 13.1% 
protéines – 1.9% TCs) 
- Granulés de sainfoin + endocarpes de 
châtaigne (575 g/jour – 14.6% protéines – 
5.0% TCs)  
- Granulés luzerne (800 g/jour – 14.6% 
protéines – 0.89% TCs) 
- Granulés de sainfoin (800 g/jour – 15.3% 
protéines – 2.11% TCs) 
- Granulés de sainfoin + endocarpes de 
noisette (800 g/jour – 15.3% protéines – 2.76% 
TCs)  
 
Infestation 3000 L3 Trichostrongylus colubriformis 
+ 3000 L3 Haemonchus contortus 
(en deux doses espacées de 12h) 
 
5000 L3 Trichostrongylus colubriformis + 
3000 L3 Haemonchus contortus 
(en une dose) 
 
Protocole Etudeàdeàl͛iŶteƌaĐtioŶàĐoŶĐeŶtƌatioŶàeŶà
TCs et durée de distribution 
 
- 3 lots différant en quantité de TCs 
consommée 
 
- La moitié des animaux par lots ont 
consommé 5 jours de TCs avant 
iŶfestatioŶà;àl͛autƌeàŵoitiĠ 12 jours  
(régimes maintenus 10 jours après infestation) 
 
- Autopsie 10 jours après infestation 
Etudeàdeàl͛iŶteƌaĐtioŶàĐoŶĐeŶtƌatioŶàeŶà
TCs et durée de distribution 
- 3 lots différant en quantité de TCs 
consommée 
 
- La moitié des animaux par lots ont 
consommé 22 jours de TCs après 
iŶfestatioŶà;àl͛autƌeàŵoitiĠàϰϮàjouƌsà 
 
- Autopsie 50 ou 70 jours après 
infestation 
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Abstract 
The increasing resistance to anthelmintic (AH) drugs in populations of gastrointestinal nematodes 
in small ruminant production imposes to find alternative solutions. The use of condensed tannin 
(CT)-containing nutraceutials appears as one promising option. We aimed at verifying the 
hypothesis that the efficacy of pelleted CT containing resources (a model of nutraceutical) is related 
to two main factors: the length of distribution and the level of tannins in the feed. 
The first study aimed at testing the effect of these 2 factors on the establishment of H. contortus and 
T. colubriformis infective larvae. Thirty-six lambs experimentally infected, were assigned to three 
dietary treatments differing in the quantity of CTs: sainfoin (1.9% CTs); sainfoin + chestnut (5.0% 
CTs); or control pellets (0% CTs). The lambs were exposed to the tannin diets either for 5 (n = 18) 
or 12 days (n = 18) before infection. Ten days after the infection, they were slaughtered and the 
abomasa and small intestine were collected for worm counts and larval stage composition. 
The consumption of tannins was associated with a delay in the development of H. contortus larvae 
after 5 days of exposition to tannins and with a reduction in the number of H. contortus larvae after 
12 days. No effect was observed for T. colubriformis. 
In a second study, we examined the effect of the same factors on the adult populations biology of H. 
contortus and T. colubriformis. Thirty dry goats were experimentally infected on Day 0 and 
assigned to three dietary treatments differing in the quantity of CTs: sainfoin (2.1% CTs); sainfoin 
+ hazelnut (2.8% CTs); or control pellets (0.9% CTs). The goats started to eat the diets on D28 and 
were exposed to the different diets either for 3 (n = 15) or 6 weeks (n = 15). At slaughter (D50 or 
D70), the abomasa and small intestine were collected for worm counts. 
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The consumption of tannins was associated with a reduction of the fertility of female T. 
colubriformis after 6 weeks of exposition to tannins. No effect was observed for H. contortus. 
We noticed differences between worm species. The AH effects observed were related to the length 
of distribution, especially for infective larvae. An effect of the tannin concentration was observed, 
confirming the AH effects of tannin-containing nutraceuticals. However, no differences were 
observed between the different tannin-containing diets. Further studies are required to determine the 
exact quantity of tannins in the diet. 
 
Keywords: Sainfoin; By-products; Gastrointestinal nematodes; Condensed tannins; Concentration; 
Length 
1. Introduction 
The control of gastrointestinal nematodes (GINs) remains one of the main threat in small 
ruminants’ when bred outdoors, because of the consequences on animal health and welfare, and 
also on production losses (low growth rates, reduction in milk production) (Taylor et al., 2007). For 
more than 50 years, the conventional way to control these parasites has relied on the use of 
synthetic anthelmintics (Kaplan and Vidyashankar, 2012). However, in the last decades, this quasi 
exclusive reliance on chemical molecules to control GINs has been challenged for two main reasons 
: 1) the overall increasing societal demand of consumers to reduce the use of chemical compounds 
in agriculture and livestock husbandry; 2) the constant development and diffusion of resistance to 
anthelmintics (AHs) (Jackson et al., 2012; Peña-Espinoza et al., 2014; Crook et al., 2016), in worm 
populations which makes sometimes the control of GINs impossible in sheep or goat farms, when 
multiresistant strains occur (Van Wyk et al., 1997; Paraud et al., 2009; Cezar et al., 2010; Paraud et 
al., 2016). 
Therefore, it is imperative to find new solutions to control GIN infections in sheep or goats, in 
order to reduce reliance on synthetic AHs. In this context, bioactive forages containing sufficient 
level of condensed tannins (CT) appear as one promising solution (Hoste et al., 2015). 
CT are polyphenolic compounds present in various parts of the plant (Mueller-Harvey and 
McAllan, 1992; Mueller-Harvey, 2006). Many in vitro assays with extracts of tanniniferous 
legumes or with pure tannin fractions have shown promising results in regards of AH activity 
(Brunet et al., 2007; Quijada et al., 2015).  
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Furthermore, several in vivo studies using different models of tannin-containing legumes, such as 
sericea lespedeza (Lespedeza cuneata) (Shaik et al., 2006; Gujja et al., 2013) or sainfoin 
(Onobrychis viciifolia) (see Hoste et al., 2012 and 2015) have confirmed anthelmintic effects and 
have contributed to define the concept of nutraceuticals (a plant that combines positive effects on 
animal nutrition and health) (Andlauer and Fürst, 2002; Hoste et al., 2015). 
Besides, by-products of the human food industry with high-tannin values, such as hazelnut skins 
(Corylus avellana) (Desrues et al., 2012; Girard et al., 2013) or carob (Ceratonia siliqua) (Arroyo-
Lopez et al., 2014), have also shown positive results and led to promising options to control GINs.  
Recently, industry has focused on dehydration processes to provide pellets of sainfoin (Werne et 
al., 2013; Desrues et al., 2016; Gaudin et al., 2016) or sericea lespedeza (Terrill et al., 2007; Gujja 
et al., 2013; Kommuru et al., 2015), in order to improve the conservation and stability of rich-CTs 
forages, to facilitate the distribution of this sort of bioactive resources and to control the quality 
before use. Some recent studies performed with such dehydrated pellets reported promising results, 
affecting the dynamics of infection by Haemonchus contortus, especially by reducing fecal egg 
counts (FECs) (Girard et al., 2013; Kommuru et al., 2015; Gaudin et al., 2016) and by improving 
the host resilience and limiting the anemia (Terrill et al., 2007).  
Many studies have illustrated the effects of different CT-containing resources on different key 
stages of the nematode life cycle and also on different nematodes species (i.e abomasal or intestinal 
species) (Hoste et al., 2015). The hypothesis that these effects depend on the concentration of CTs 
has been supported by a wide range of in vitro studies (Hoste et al., 2015) and by fewer in vivo 
experiments (Athanasiadou et al., 2001; Terrill et al., 2009; Brunet et al., 2007; Girard et al., 2013) 
and we still miss information about the quantity of CTs to add in a diet. However, the concept of 
nutraceuticals supposes that these antiparasitic effects also depend on the length of distribution and 
studies are missing on this information. 
Therefore, the hypothesis explored in the current study was that the effect of CTs on the worm 
populations might depend on an interaction between the level of condensed tannins and the length 
of distribution in the feed, and that these factors might influence stages and/or species of GINs, for 
example intestinal or abomasal species. 
To test this hypothesis, we performed two in vivo studies to examine the effect on i) the 
establishment of L3 larvae and ii) the biology of adult worm populations, of feed with different 
tannin levels (depending on the resource available) and according to different lengths of 
distribution.  
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 The first study was performed on lambs experimentally infected with Haemonchus contortus (a 
blood-sucking abomasal specie, classically used in parasitological studies) and Trichostrongylus 
colubriformis (a classic intestinal specie of small ruminants), receiving either commercial 
dehydrated pellets (control), sainfoin pellets (with low tannin content) or sainfoin pellets + chestnut 
peels (with high tannin content), before and during the infection. The second study was performed 
on adult culled goats experimentally infected with the same nematode species, H. contortus and T. 
colubriformis, receiving dehydrated pellets of either lucerne (control), sainfoin pellets or sainfoin 
pellets enriched with hazelnut peels. 
2. Materials and methods 
2.1 Study performed on L3 infective larvae 
2.1.1 Experimental design (Fig. 1) 
 
A 27-days feeding trial was completed with thirty-six 2-month-old lambs (Lacaune breed) at the 
start of the assay. The lambs were reared indoors under conditions that excluded nematode 
infection. A control by egg counting in the feces was performed on arrival to verify the absence of 
GIN infections. 
On D0, the lambs were stratified according to body weight (BW) and packed cell volume (PCV) 
values and assigned to three dietary treatments (n = 12 per treatment) : 
- Control group : Mean weight of 30.6 kg ± 2.5 kg – Mean PCV of 38.8 % ± 1.4 % 
- Sainfoin group : Mean weight of 30.6 kg ± 2.6 kg – Mean PCV of 39.4 % ± 1.8 % 
- Sainfoin + chestnut group : Mean weight of 30.6 kg ± 3.2 kg – Mean PCV of 36.7 % ± 
3.8 % 
 Animals in the control group received 540 g of crude feed per day and per animal (distributed 
by group). The feed consisted of 100% control pellets (= C group). Animals in the sainfoin group 
received 550 g (crude) of feed per day and per animal (distributed by group). The feed consisted of 
100% sainfoin pellets with low tannin content (= S group). Animal in the sainfoin + chestnut group 
(= SC group) received 475 g of crude sainfoin pellets with high tannin content plus 100 g of crude 
chestnut peels per day and per animal (distributed by group). 
The three diets were isoproteic (approximately 14.3 % of crude protein) (Table 1). Sainfoin 
pellets of the S group had a content of 1.9 % of dry matter (DM) of CT (Folin-Ciocalteu method) 
and sainfoin pellets + chestnut peels of the high tannin group (SC) had a content of 5.0 % of DM of 
CT. These CT contents were chosen depending on the sainfoin available at the moment of the trial 
and to have a high different tannin content in the two groups. In addition, the three groups received 
hay ad libitum each day and had free access to water. 
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A five-days adjustment period (from D0 to D5) allowed animals to adapt to the new diet (from a 
diet based on the control pellets and the same hay that they will receive during the experiment). On 
D5, the lambs started to eat the full experimental diets. 
On D10, after 5 days of consumption of the full diets, half of the animals per group (n = 6 per 
treatment) received two oral doses of 50% (v/v) of 3000 third stage larvae of H. contortus and 3000 
third stage larvae of T. colubriformis in a 12-hour-interval (susceptible strains). 
On D17, after 12 days of consumption of the diets, all the remaining animals (n = 6 per 
treatment) received similarly two oral doses of 50% (v/v) of 3000 third stage larvae of H. contortus 
and 3000 third stage larvae of T. colubriformis in a 12- hour-interval (susceptible strains). 
10 days after the infection (either on D20 or on D27, depending of the infection session), the 
lambs were slaughtered by using 3.65 g of pentobarbital (Doléthal®, 182.2 mg/ml, Vétoquinol S.A., 
Magny-Vernois, France). The abomasa and small intestine were immediately collected for future 
worm counts. 
The facilities hosting the animals and trial performance met the French ethical and welfare rules 
(agreement SSA N°115 of December 15, 2014). The experimental protocol was approved by an 
ethic comity (Number APAFIS#2016061022352502).  
 
2.1.2 Methods 
2.1.2.1 Parasitological monitoring  
 
At necropsy, the abomasum and the seven first meters of the small intestine were separated, tied, 
rapidly removed and then stored at -20°C for further larvae counts and determination of larvae 
stages (L3, early L4, L4) of the two worm species (Douvres, 1957). 
The larvae were collected from the luminal contents, after abomasal and intestine washings, and 
also after a digestion of mucosae with pepsin-HCl (during 6 h at 37°C). Larvae counts were 
performed according to a 10% aliquot technique (MAFF, 1986). 
 
2.1.2.2 Patho-physiological measurements 
 
Individual blood samples were taken by jugular venipuncture two times for animal 
slaughtered on the first date and three times for animal slaughtered on the second date (on the day 
of infection, at the first necropsy and on the second necropsy) for determination of PCV, using a 
micro-hematocrit centrifuge and reader. 
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2.2 Study performed on adult worms 
2.2.1 Experimental design (Fig. 2) 
 
A 6-week feeding trial was completed with thirty dry goats (Alpine breed, from one to seven 
years old, previously bred indoors). An egg count was performed on arrival to control the absence 
of GIN infections. 
On day D0, the goats received a single oral dose of 5000 third stage larvae of T. colubriformis 
and 3000 third stage larvae of H. contortus (susceptible strains). 
The goats were weighed on arrival. Fecal egg counts (FEC) were determined twice weekly from 
D21 and blood samples were taken weekly for determination of blood PCV, as well as the 
observation of the eye mucosa according to the FAMACHA chart ®.  
On day 21 post-infection (PI), the goats were stratified according to FEC, body weight (BW) and 
PCV and assigned to three dietary treatments (n = 10 per treatment; 800 g of crude feed per day and 
per animal, distributed by group), which consisted of 100% Sainfoin pellets (= S group), 100% 
Sainfoin + Hazelnut pellets (= SH group) or 100% Lucerne (or control) pellets (= C group). The 
three diets were isoproteic but differed in the quantity of condensed tannins (Table 2). In addition, 
the three groups received daily hay ad libitum and had free access to water. 
A one-week adjustment period (from D21PI to D28PI) allowed the goats to adapt to the new diet 
(from a diet based on the control pellets and the same hay that they will receive during the 
experiment). Then they received the “full” experimental diet.  
On day 50 PI, after 22 days of distribution of the diets, half of the animals per group (n = 5 per 
treatment) were slaughtered by using 3.65 g of pentobarbital (Doléthal®, 182.2 mg/ml, Vétoquinol 
S.A., Magny-Vernois, France) and the abomasa and small intestine were immediately collected for 
future worm counts. 
On day 70 post-infection, after 42 days of distribution of the diets, all the remaining animals (n = 
5 per treatment) were slaughtered according to the same procedure. The abomasa and small 
intestines were immediately collected for future worm counts. 
The facilities hosting the animals and trial performance met the French ethical and welfare rules 
(agreement SSA N°115 of December 15, 2014). The experimental protocol was approved by an 
ethic comity (Number APAFIS#1276-2015072810353703 v2).  
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2.2.2 Methods 
2.2.2.1 Parasitological monitoring 
 
From D21PI, individual fecal samples were rectally collected and used to measure the fecal egg 
count (FEC), using a modified McMaster procedure (Raynaud, 1970). Data were expressed as eggs 
per gram of feces (EPG).  
After each egg counting, fecal samples were gathered, according to experimental treatment, to 
incubate for 10 days at 23°C. Then L3 larvae were recovered according to a Baermann technique 
(Baermann, 1917) and 100 larvae were counted in order to identify the percentage of each worm 
specie.  
 
At necropsy, the abomasum and the seven first meters of the small intestine were separated, tied, 
rapidly removed and then stored at -20°C for further adult worm counts. The worms were collected 
from the luminal contents. Worm counts were performed according to a 10% aliquot technique 
(MAFF, 1986). 
  
 To measure the female fertility, ten adult female H. contortus worms and ten adult female T. 
colubriformis worms, per animal, were conserved in 70 % alcohol for further analysis. 
Then, the H. contortus female worms of each goat were placed in Eppendorf® tubes and grounded 
with a rod to release the eggs from the uterus (Kloosterman et al., 1982). Thereafter, the tube was 
filled with 1 ml of water and the total number of eggs was determined based on a 10 % aliquot. 
Subsamples were placed under a microscope slide and the number of eggs was counted at 100×
magnification. For T. colubriformis, the females were observed directly, after cleaning with lacto 
phenol, under a microscope slide and the number of eggs were counted in utero at 100×
magnification. 
 
2.2.2.2 Patho-physiological measurements 
 
During the trial, individual blood samples were taken weekly by jugular venipuncture for 
determination of PCV, using a micro-hematocrit centrifuge and reader. At the same time, eye-
mucosa was evaluated using the FAMACHA® chart (note from 1 to 5 (anemia)) (Bath and Van 
Wyk, 2009). 
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2.3 Statistical analyses  
 
For the first experiment, the data on the total number of worms and the total number of the 
different stages of larvae (L3, early L4 and L4) were analyzed for each nematode species, first by 
using an analysis of variance (ANOVA) 1 on each date of necropsy. In a second step, a two-way 
ANOVA (factors: type of diet and length of distribution before infection) was applied on the total 
number of larvae and on the percentage of larval stages, in order to detect possible interactions 
between the experimental diet and the length of distribution. Before analysis, the number of worms 
were log (x+1) transformed and the percentage were transformed by ArcSinus√(n) in order to 
normalize the distribution of data. All analyses were performed using the SYSTAT® software. 
For the second experiment, the data on FEC, FAMACHA® score, PCV, as well as the number of 
adult worms, the female fertility for each species and the percentage of larvae obtained after 
coproculture were analyzed by a two-way analysis of variance (factors: type of diet and length of 
distribution). Before analysis, the FEC, the FAMACHA® scores and the number of adult worms 
were transformed by log (x+1) in order to normalize the distribution. All analyses were performed 
first in repeated data (in 4 periods: D0 to D28, D28 to D70, D28 to D50 and D50 to D70) and in a 
second step date by date, using the SYSTAT® software.  
Differences were considered significant at P < 0.05, and a trend was considered when P < 0.10. 
 
3. Results 
3.1 Experiment 1: Effect of tannin diets and length of distribution on the establishment of 
third-stage infective larvae populations 
3.1.1 Haemonchus contortus (Table 3 and Figure 3) 
 Total number of larvae (Table 3) 
 
Overall there was no difference in the mean number of H. contortus between the 2 dates of 
necropsy (hence according to the 2 different length of distribution).  
On the first date of necropsy, results of the ANOVA 1 revealed a trend (P < 0.07) in the 
number of L3 and a significant difference in the number of early L4 (EL4) between the 3 feed 
groups. This corresponded to higher numbers of early stages (L3 and EL4) in the SC group 
compared to the S and C groups. However, no statistical difference was found between the 3 
experimental groups in the total number of L4 and total H. contortus. 
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On the second date of necropsy, results of the ANOVA 1 suggested an overall reduction of 
the total number of H. contortus between the C group vs. the S group (reduction by - 70 %) and the 
SC group (- 72 %) when compared to control values (P < 0.07). No statistical differences were 
found for the L3 population, but a trend for the EL4 (P < 0.10), with lower values for animals in the 
C and S groups. Statistical values close to significance (P = 0.054) were found for the L4 number, 
with lower values for animals in the SC group. 
The use of ANOVA 2 aimed at exploring possible interactions between the 2 factors: a) the 
type of diet (concentration of CT) and b) the length of distribution based on the raw data. The 
respective statistical values concerning the interaction between these 2 factors were respectively 
0.063 for the total worm number, 0.09 for the total L3, 0.02 for the EL4 (higher percentage of EL4 
in the necropsy n°2 for the animals of C and S groups and lower values in the necropsy n°2 for the 
animals in the SC group) and non-significant for the L4. 
 
 Stage composition of the population (Table 3 and Figure 3) 
 
The type of diet and length of distribution did not have any significant effect on the 
percentage of stages of larvae counted after necropsy for H. contortus (P > 0.05). Overall, the main 
stage on both dates was the L4 larvae (mean of 85% for the three groups). However, main 
differences were observed in the relative proportion between the L3/EL4 and L4 composition 
between the 3 experimental groups and the 2 dates of necropsy. 
Such interactions focusing on the L4 were also underlined by the ANOVA 2 analyses 
applied on the transformed values of proportion of each stage for which a statistical trend for 
interactions was underlined for the % of L4. 
3.1.2 Trichostrongylus colubriformis (Table 4 and Figure 4) 
 Total number of larvae (Table 4) 
 
Overall, a trend (P < 0.1) was observed suggesting differences in the mean total number of 
T. colubriformis established for the 2 dates of necropsy (= according to the 2 different lengths of 
distribution of the CT containing diets). However, the reductions in worm populations between date 
1 and 2 of necropsy were similar for the 3 experimental groups (from – 23 % to -26 %). 
Overall, the ANOVA 1 analyses did not show any significant effects between the 
experimental groups on both dates of necropsy for the total number of T colubriformis and for the 
total number of the different stages. Overall, the main stage was the L4 larvae (mean of 82% 
between all groups).  
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 Stage composition of the population (Table 4 and Figure 4) 
 
This lack of significant differences was confirmed by the ANOVA 2 analyses applied on the 
different stages. No significant differences according to the feed treatment, the length of distribution 
and for interactions were observed for both the raw data and the percentage of the different stages.  
 
3.1.3 Blood packed cell volume 
 
 There was no statistical effect of the feed treatment and the length of distribution on the 
PCV values (P > 0.05). Overall, the animals with the lowest PCV values were the lambs fed with 
the sainfoin + chestnut, all along the experiment. However, all the PCV values remained above 35% 
during all the experiment. 
 
3.2 Experiment 2:  Effects of tannin diets on adult worm populations 
3.2.1 Effect of the tannin concentration and length of distribution on parasitological data 
 Fecal egg counts 
 
Before the distribution of the different diets, there was no difference between treatment on the 
FEC results (P > 0.05) (D0 to D28). The same was observed from D28 to D70, from D28 to D50 
and from D50 to D70. The date by date analysis of variance revealed no difference on any specific 
day. Compared to control values, the reductions in FEC varied from 11% to 55% (on D58) in the 
sainfoin group (mean reduction of 17%) and from 8% to 54% (on D71) in the sainfoin + hazelnut 
group (Fig. 5). 
The length of distribution had no effect on the FEC values. 
 
 Larval cultures 
 
No differences between treatments were observed on the percentage of nematodes species 
recovered after larval cultures (on repeated data or date by date) (Table 5). Overall, there was no 
variability between treatments: Haemonchus contortus being the dominant specie (mean between 
80 and 90% in the three groups).  
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 Number of adult worms and female fertility of Haemonchus contortus 
 
The type of diet did not have any significant effect on the number of adult worms counted after 
necropsy for H. contortus (Table 6) (P = 0.72), whatever the date of necropsy. For the three groups, 
less adult worms were found in the slaughter n°2 than in the first one (P > 0.05). 
The diet did not have any significant effect on the female fertility of H. contortus (Table 6) (P = 
0.11), although the fertility was reduced by 14 % in the S group and 9 % in the SH group for H. 
contortus (compared to the control group). 
 
 Number of adult worms and female fertility of Trichostrongylus colubriformis 
 
The type of diet did not have any significant effect on the number of adult worms counted after 
necropsy for T. colubriformis (Table 7) (P = 0.97). For the three groups, less adult worms were 
found in the slaughter n°2 than in the first one. This resulted in a statistical trend to a lower parasitic 
burden in slaughter n°2 (P = 0.07). 
In addition, the diet had a significant effect on the female fertility of T. colubriformis (Table 7) 
(P < 0.05): overall, the fertility was reduced by 11 % in the sainfoin group and 7 % in the sainfoin + 
hazelnut group (compared to the control group). 
The length of distribution had a significant effect (P < 0.05) on the T. colubriformis fertility (+ 
3.7% in the control group between the slaughter n°1 and the slaughter n°2; -16.1% in the S group 
and -13.1% in the SH group). 
 
3.2.2 Effect of the tannin concentration and length of distribution on animal resilience and 
pathophysiological parameters  
 
 Blood PCV 
 
Before the start of the experimental diets, there was no statistical effect of the treatment on the 
PCV values (P > 0.05). Between D34 and D48, there was a significant effect of the diet on the PCV 
results (P < 0.05). Finally, between D55 and D69, the diet did not have significant effect on the 
PCV values. 
The date by date analysis of variance revealed no statistical effect on any specific day. 
The length of distribution did not have significant effect on the PCV values (Fig. 6). 
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 FAMACHA® score 
 
Before the start of the experimental diets, there was a statistical trend to an effect of the 
treatment on the FAMACHA® score (P = 0.05) : animals in the sainfoin group had higher values 
than animal in the control group and animal in the sainfoin + hazelnut group. However, in the last 
day before the start of the experimental diet (on D27), there was no effect of the treatment (P = 
0.46). Between D34 and D48, the diet had a significant effect on the FAMACHA® results (P < 
0.05), with the highest values for the animals in the sainfoin group and the lowest values for the 
animals in the sainfoin + hazelnut group. Between D55 and D69, the diet did not have significant 
effect on the FAMACHA® scores. Finally, between D34 and D69, the diet had a significant effect 
on the FAMACHA® results (P < 0.05), with the highest values for the animals in the sainfoin group 
and the lowest values of animals in the sainfoin + hazelnut group. 
The date by date analysis of variance revealed a statistical effect of the diet on D41 (P < 0.05) 
and D48 (P < 0.05) : the difference was explained by a difference between animals in the two tannin 
containing diet treatments (and not with the control group) (P < 0.05). 
The length of distribution did not have any significant effect on the FAMACHA® score (Fig. 7). 
4. Discussion  
 
 The aims of these 2 experiments composing this study were 1) to confirm the effects of 
dehydrated pellets of sainfoin on 2 different key steps/stages in the nematode life cycle; 2) to 
examine the role of 2 factors, namely the tannin concentration and the length of distribution to 
modulate these effects; 3) to explore the hypothesis that the association between these 2 factors 
might show some synergistic effect on either the early phase of nematode parasitic development or 
on adult populations and 4) to confirm possible differences in the AH effects depending on the 
nematode species. To the best of our knowledge, this is the first study with tannin-rich diets where 
the effect of tannin concentration and length of distribution were tested on different live stages and 
GINs species. The objective was to provide information to implement solutions based on 
dehydrated pellets for farmers facing multiresistant strains in their flock (Van Wyk et al., 1997). 
Tannins-containing nutraceuticals have three main potential impacts on the GIN life cycle (Hoste et 
al., 2012; 2015): 1) a lower establishment of the infective larvae (L3) in the host (Mupeyo et al., 
2011); 2) a lower excretion of nematode eggs by adult worms, due either to a lower female fertility 
or to a reduction in worm numbers (Costa-Júnior et al., 2014; Kommuru et al., 2015) and 3) a lower 
development of eggs into L3 larvae (Shaik et al., 2006). However, the possible impact on the early 
phase of nematode development has rarely been examined in details.  
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1) To confirm the effects of dehydrated pellets of sainfoin on 2 different key steps/stages in the 
nematode life cycle 
  
 The first experiment suggested different results depending on the nematode species. For T. 
colubriformis, reductions from -16 % to -23 %, compared to control, were observed in the worm 
number on both dates of necropsy. However, these differences were non-significant. In addition, no 
difference in stage composition was noticed. For H. contortus, several trends in statistical 
differences were noticed by comparison to the control on the 2 dates of necropsy.  To sum up, the 
results on the first date of necropsy (i.e. 5 days of consumption of the tannin containing feed before 
infection) showed a higher proportion of early stages (L3 and early L4) in the SC group suggesting 
some delay in the development of H. contortus. A previous in vivo study focusing on the 
exsheathment of the larvae (Brunet et al., 2007), comforted by results of several in vitro studies 
(Brunet et al., 2007; 2008; 2011), have suggested that the consumption of sainfoin and tannins was 
associated with a delay in this early process of nematode establishment in a dose-dependent 
manner. It is possible that the change in stage composition observed in the current study is a post 
pone effect of these early event. In contrast, on the second date (i.e. after 12 days of consumption of 
dehydrated pellets of sainfoin), the stage composition was similar between the 3 groups. One 
hypothesis was that we noticed a delay in the larvae development with 5 days of consumption and a 
difference on the number of larvae with 12 days but no effect on the larvae stages composition. On 
the other hand, substantial reductions by -70 % and -72 % (P < 0.07) in total worm number were 
measured. In previous studies in goats drenched with quebracho, around the time of infection and 
the establishment of third stage infective larvae (necropsy on day 12 after infection), decreases of -
33 %, -70 % and -64 % were reported respectively for H. contortus, T. circumcincta and T. 
colubriformis (Paolini et al, 2003; Paolini et al, 2004). With sainfoin hay, in similar conditions, the 
reduction in H. contortus establishment was by -38 % (Paolini et al, 2004).  
 
 In the second experiment, the effect of the 2 same factors (concentration of tannins in the 
pellets and length of distribution) were measured on the 2 same nematode species, but the adult 
worm populations were the main target. Some reductions in FEC in goats fed tannins relative to 
control group approximated -50 % to -55 % on some dates, especially after the first necropsy (from 
D55 to D70). These values are similar to those mentioned in previous studies with goats fed 
sainfoin (Paolini et al., 2005) or receiving other tannin-rich plants, such as sericea lespedeza 
(Kommuru et al., 2015) or Acacia mearnsii (Costa-Júnior et al., 2014). However, in our study, no 
differences were obtained.  
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This lack of statistical difference in FEC was associated with a lack of difference between the 3 
experimental groups for the PCV values and the FAMACHA index (Figures 6 and 7). This is in 
contrast with other studies performed with either sainfoin (Paolini et al., 2005) or with other 
resources such as sericea lespedeza (Terrill et al., 2007), when the consumption of bioactive forages 
was frequently associated with an improved host resilience and a reduced anemic status of the 
animal (Terrill et al., 2007; Hoste et al., 2015). However, an absence of effect has also been 
previously described in another study with pelleted sericea lespedeza (Kommuru et al., 2015). The 
mechanism by which the consumption of tannin-containing Legume contribute to improve the host 
resilience remains unclear.  
Last, differences between the 3 experimental groups related to the worm count data also remain 
scarce and moderate. For H. contortus, no difference neither in the worm number nor in the female 
fertility was observed whatever the date of necropsy. For the intestinal specie, no difference in 
worm count and female fertility was assessed on date 1. On the second date of necropsy, a general 
reduction in the number of T. colubriformis was observed compared to date 1 but the same trend 
occurred in the 3 groups. No statistical differences were found between the 3 feeding regimes. In 
contrast, statistical differences were found between the values on fertility between control group 
and the 2 the tannin-containing groups (P < 0.05). However, considering the proportion of the 2 
nematode species, it is doubtful that this decrease observed in the female fertility of T. 
colubriformis can explain by itself the reduction in FEC.       
Overall, these results illustrate different impacts on adult worm populations (reduction in EPG and 
in the fertility of some female worms) and are in agreement with some previous observations 
illustrating the anthelmintic efficacy of sainfoin (Paolini et al., 2003; 2005; Heckendorn et al., 2006; 
2007; Manolaraki et al., 2010) and also of other tannin-rich Legumes, such as sericea lespedeza 
(Shaik et al., 2006; Gujja et al., 2013; Costa-Júnior et al., 2014; Kommuru et al., 2015). 
Nevertheless, the lack of statistical differences between the S and SH groups compared to the C 
group makes the current results obtained in experiment 2 moderate compared to previous studies. 
This can probably be associated to the relatively low level of CT measured in the pellets of the 2 
experimental groups  
 
 
2) To examine the role of 2 factors, namely the tannin concentration in the feed and the length of 
distribution to modulate the AH effects 
 
 Although the two successive studies targeted two different stages of the same, abomasal and/or 
intestinal species, some of the current results obtained in both experiments support the first 
hypothesis : 
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 the length of distribution of tannin-containing pellets might modulate the AH effects on both 
the early development of the parasitic stages and on some biological traits of adult worms. 
 In the experiment 1, results obtained after 5 days of consumption suggested that some 
disturbances can occur in the early development of H. contortus in the SC group. In contrast, results 
obtained after 12 days of impregnation of the digestive tract with bioactive tannins was related to 
consistent decreases (P < 0.07) in H. contortus worm numbers in both S and SC groups. In the 
experiment 2, the sole statistical difference observed concerned the decrease of the fertility of the 
female T. colubriformis on the second date of necropsy. 
On the first date on necropsy in experiment 1, only minor differences were observed between the 
two levels of tannins in both experiments. In experiment 1, the tannin content in the diet SC was 
twice the values measured in the diet S. However, the sole difference between groups was on date 1 
in the composition of the H. contortus whereas similar reduction was observed in H. contortus 
populations on date 2. One can wonder whether the 1.9 % of tannins in the S pellets was sufficient 
to achieve a maximum effect after 12 days of consumption.  
 In experiment 2, as previously discussed, the significant results were scares. This can probably 
be related to the level of tannins in the S pellets (namely 2.11 % of CTs), available at the time of 
experiment, which was relatively low, and to the minor difference achieved after incorporation of 
hazelnut peels in the SH groups (namely 2.76 in the SH group). The need to adjust iso-proteic feed 
in the formulation of the SH pellets including the hazelnut peels has led to lower the difference in 
tannin contents. The same reason explained the selection of alfalfa pellets (0.89 % of TCs in the C 
group), containing some flavonoids whose AH properties have yet been underlined by some in vitro 
previous studies (Bahuaud et al., 2006; Brunet and Hoste., 2006).   
 
The addition of industrial by-products (namely hazelnut and chestnut peels) to sainfoin has been 
applied to increase the total content of tannins in the pellets, sometimes because of the lack of 
availability of sainfoin pellets with higher CT content. This solution has been previously used and 
contributed to increase the effect on adult worm populations (Girard et al., 2013). However, it is 
worth to underline that the nature of CTs in both hazelnut peels and chestnut peels differ from those 
in sainfoin. For example, CTs of hazelnut peels are mainly galloylated procyanidin (PC)-rich (80 % 
PCs vs 20 % of prodelphinidines (PDs)), in contrast with sainfoin, which is a PD-rich resource (70 
% vs 30 % of PCs). Results confirming a role of the quality of CT (in particular the PD/PC ratio but 
also the mean degree of polymerization) in the AH activity have been accumulated recently (Li et 
al., 2010; Quijada et al., 2015; Hoste et al., 2016; Ramsay et al., 2016; Ropiak et al., 2016).     
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3) To explore the hypothesis that the association between these 2 factors might show some 
synergetic effect on either the early phase of nematode parasitic development or on adult 
populations 
  
 Because of the lack of effects due to the difference in tannin contents in pellets, it was difficult to 
obtain any results to illustrate such interaction. 
    
4) To confirm possible differences in the AH effects depending on the nematode species 
 
 In contrast, we have confirmed differences between intestinal and abomasal worm species in 
the response to CTs (Hoste et al., 2016).  
This variability might be related to species specific responses. Several previous in vitro studies 
(Paolini et al., 2003; 2004; Moreno-Gonzalo et al., 2013ab; Quijada et al, 2015) have illustrated the 
fact that infective larvae of H. contortus and T. colubriformis did not have the same response to a 
range of tannin containing extracts including sainfoin. In particular, in a recent study relying on the 
LEIA, Quijada et al. (2015) suggested that H. contortus larvae were overall more susceptible (they 
showed lower EC50 values) than T colubriformis. In vivo, differences in the AH effects have been 
also frequently mentioned between intestinal or abomasal species (Athanasiadou et al., 2001; 
Paolini et al., 2003; 2005, Hoste et al, 2015). These in vivo differences might be explained by 
differences in CT bioavailability along the digestive tract and thus differences in worm exposure to 
tannins, but only a few studies have explored this hypothesis (Terrill et al., 1994; Desrues et al., 
2015; Quijada et al, 2016). 
 
 We have also confirmed differences between life stage of nematodes, explained by specific 
features of each parasitic stage. Previous studies have shown that L3 larvae seem more susceptible 
to the effects of CTs than adult worms: a same sainfoin extract did inhibit the larval migration of T. 
colubriformis but not the mobility of adult worms (Paolini et al., 2004) and in vivo, sulla did induce 
of reduction of the establishment of L3 larvae whereas no effect was observed on adult worms 
(Tzamaloukas et al., 2005). 
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Conclusion 
 
The present study confirms previous results obtained when feeding small ruminant with 
tannin-containing legumes, to control the GIN infections with one abomasal and one intestinal 
species. The use of pelleted bioactive feed with measurable and standardized tannin contents, 
besides to have interesting nutritional values (approximately 15% of crude protein for sainfoin), 
might reduce the nematode egg excretion and therefore the field contamination and reduce the 
establishment of larvae. These studies also highlight the complexity of use of nutraceuticals in farm, 
especially to determine and adjust the quantity of CTs to add in the diet. 
The current results suggest that a minimal period of distribution is necessary to obtain a 
reduction of the establishment of the L3 larvae and to reduce the fertility of the female nematodes. 
Further experiments are thus needed to better evaluate the minimum tannin-content 
(threshold) in the diet and the minimum length of distribution. 
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Figure captions 
Fig. 1 Experimental schedule of the experiment performed on L3 larvae (Three different diets : 1 = 
sainfoin + chestnut (SC) group; 2 = sainfoin (S) group; 3 = control (C) group and two length of 
distribution before infection : 5 days or 12 days). 
 
Fig. 2 Experimental schedule of the experiment performed on adult worm populations (Three 
different diets : control ; sainfoin ; sainfoin + hazelnut and two length of distribution after infection 
: 22 days or 42 days). 
 
Fig. 3 The effect of feeding sainfoin; sainfoin + chestnut or control pellets on the stage of larvae of 
H. contortus counted after the necropsies (percentage of larvae ± S.E.M.) of parasitized lambs. 
 
Fig. 4 The effect of feeding sainfoin; sainfoin + chestnut or control pellets on the stage of larvae of 
T. colubriformis counted after the necropsies (percentage of larvae ± S.E.M.) of parasitized lambs. 
 
Fig. 5 The effect of feeding sainfoin; sainfoin + hazelnut or lucerne pellets on eggs per gram (EPG 
± S.E.M.) of feces from parasitized goats.  
 
Fig. 6 The effect of feeding sainfoin; sainfoin + hazelnut or lucerne pellets on blood packed cell 
volume (PCV ± S.E.M.) of parasitized goats. 
 
Fig. 7 The effect of feeding sainfoin; sainfoin + hazelnut or lucerne pellets on the FAMACHA® 
score (PCV ± S.E.M.) of parasitized goats.  
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Figures 
Figure 1 
 
 
Figure 2 
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Figure 3 
 
 
Figure 4 
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Figure 5 
 
 
Figure 6 
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Figure 7 
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Tables 
Table 1: Chemical compositions of the dietary treatments of the experiment on infective larvae, 
performed on lambs. The different superscripts indicate the methods used and the number of the 
method according to the French feed analysis system. C = control group ; S = sainfoin group ; SC = 
sainfoin + chestnut group. 
 
 Dietary treatment 
 C S SC 
Dried Mattera, g/kg of product 886.00 904.00 870.00 
Crude Proteinb, g/kg of product 152.00 131.00 146.00 
Total tannin (% of tannic acid)c 0.00 1.90 5.00 
a
 Matter dried at 103°C 
b
 Kjeldahl method (NF EN ISO 5983-2) 
c
 Folin-Ciocalteu method 
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Table 2: Chemical compositions of the three dietary treatments of the experiment on adult worms, 
performed on adult goats. The different superscript indicate the methods used and the number of the 
method according to the French feed analysis system. C = control (lucerne) group ; S = sainfoin 
group ; SH = sainfoin + hazelnut group. 
 
 Dietary treatment 
 C S SH 
Dried Mattera, g/kg of product 907.00 890.00 888.00 
Crude Proteinb, g/kg of product 145.80 152.70 153.30 
Crude fatc, g/kg of product 20.90 25.20 42.40 
Cellulosed, g/kg of product 215.60 153.80 159.60 
Total tannin (% of tannic acid)e 0.89 2.11 2.76 
a
 Matter dried at 103°C 
b
 Kjeldahl method (NF EN ISO 5983-2) 
c
 NF V18-104 
d
 NF V03-40 
e
 Folin-Ciocalteu method 
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Table 3: The effect of feeding sainfoin; sainfoin + chestnut or control pellets on L3 larvae (Number 
of larvae ± S.E.M.), and stage of larvae of Haemonchus contortus of parasitized lambs. Results of 
the two-way analysis of variance. The lack of any superscript means Non Significant differences. a, 
b, e, f, g, h, i, j mean a trend for statistical difference (P < 0.1) and c and d mean statistical 
difference (P < 0.05). 
 
 
  Larvae number and stage  
 Slaughter 1  Slaughter 2  
 L3 Early 
L4 
L4 Total L3 Early 
L4 
L4 Total 
Control 2.5  a 
± 5.0 
15.0  c 
± 5.8 
290.0 
± 167.9 
307.5 ± 127.5 6.0 
± 8.9 
68.0 e 
± 49.2 
526.0 g 
± 354.2 
600.0 ± 316.0 i 
 
        
Sainfoin  4.3  a 
± 5.0  
51.4  c 
± 20.6 
392.9 
± 127.7 
448.6 ± 102.5  2.5 
± 5.0 
25.0 f 
± 37.9 
155.0 h 
± 91.5 
182.5 ± 57.5 j 
 
        
Sainfoin + 
Chestnut 
40.0 b 
± 39.2 
195.0  d 
± 119.6 
412.5 
± 340.5 
647.5 ± 357.5 2.0 
± 4.5 
14.0 f 
± 16.7 
152.0 h 
± 164.5 
168.0 ± 154.0 j 
Mean 16.0 
± 27.8  
87.0 
± 106.6 
365.0 
± 221.9 
410.0 ± 312.3 4.0 
± 6.3 
36.0 
± 42.2 
278.0 
± 288.4 
326.4 ± 322.9 
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Table 4: The effect of feeding sainfoin; sainfoin + chestnut or control pellets on L3 larvae (Number 
of larvae ± S.E.M.), and stage of larvae of Trichostrongylus colubriformis of parasitized lambs. 
Results of the two-way analysis of variance. The lack of any superscript means Non Significant 
differences. 
 
 
  Larvae number and stage  
 Slaughter 1  Slaughter 2  
 L3 Early 
L4 
L4 Total L3 Early 
L4 
L4 Total 
Control 18.0  
± 13.6 
98.0 
± 29.6 
842.0 
± 13.6 
958.0 ± 25.6 34.0  
± 28.8 
118.0 
± 66.4 
586.0  
± 95.2 
738.0 ± 129.6 
 
        
Sainfoin  12.0  
± 10.4 
96.0 
± 20.8 
630.0 
± 100.0 
738.0 ± 114.4 16.0  
± 19.2 
106.0 
± 61.6 
448.0 
± 237.6 
570.0 ± 300.0 
 
        
Sainfoin + 
Chestnut 
40.0  
± 20.0 
112.0  
± 66.4 
652.0  
± 114.4 
804.0 ± 188.8 
 
14.0  
± 8.58 
96.0 
± 59.2 
484.0 
± 135.2 
594.0 ± 162.0 
Mean 23.3 ± 
17.3 
102.0 ± 
38.4 
708.0 ± 
115.7 
833.3 ± 175.2 21.3 ± 
19.1 
106.7 
± 6 
506.0 ± 
157.6 
634.0 ± 274.9 
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Table 5: The effect of feeding sainfoin; sainfoin + hazelnut or control (lucerne) pellets on 
percentage of H. contortus (% larvae of the species / total of L3 larvae recovered after larval 
culture) (% of H. contortus and T. colubriformis ± S.E.M.). Results of the two-way analysis of 
variance. The lack of any superscript means Non Significant differences. 
 
 
       Control Sainfoin 
                          
Sainfoin + Hazelnut 
 % H. 
contortus 
% T. 
colubriformis 
% H. 
contortus 
% T. 
colubriformis 
% H. 
contortus 
% T. 
colubriformis 
D27 72 28 95 5 88 12 
D34 97 3 94 6 98 2 
D41 81 19 87 13 91 9 
D48 89 11 96 4 88 12 
D55 90 10 85 15 96 4 
D62 90 10 89 11 93 7 
D69 88 12 88 12 93 7 
Mean 87 ± 5.8 13 ± 5.8 91 ± 3.8 9 ± 3.8 92 ± 2.9 8 ± 2.9 
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Table 6: The effect of feeding sainfoin; sainfoin + hazelnut or control (lucerne) pellets on adult 
worms (Number of worms ± S.E.M.), and female fertility (Number of eggs per female ± S.E.M.) of 
Haemonchus contortus of parasitized goats. Results of the two-way analysis of variance. The lack 
of any superscript means Non Significant differences. 
 
 
       Worm number Female fertility 
 Slaughter 1 Slaughter 2  Slaughter 1 Slaughter 2 
Control 770 ± 353 588 ± 389  153 ± 42 163 ± 77 
Sainfoin  746 ± 591 620 ± 384  139 ± 51 138 ± 32 
Sainfoin + Hazelnut 887 ± 216 889 ± 609  145 ± 32 145 ± 54 
Mean 791 ± 428 699 ± 501  144 ± 42 149 ± 54 
 
Table 7: The effect of feeding sainfoin; sainfoin + hazelnut or control pellets on adult worms 
(Number of worms ± S.E.M.), and female fertility (Number of eggs per female ± S.E.M.) of 
Trichostrongylus colubriformis of parasitized goats. Results of the two-way analysis of variance. 
The lack of any superscript means Non Significant differences. a and b mean a trend for statistical 
difference (P < 0.1) and c and d mean statistical difference (P < 0.05). 
 
 
       Worm number Female fertility 
 Slaughter 1 Slaughter 2  Slaughter 1 Slaughter 2 
Control 1537 ± 579 a 956 ± 696 b  27.0 ± 5.2  27.9 ± 6.9 c 
Sainfoin  1137 ± 344 a 786 ± 162 b  27.2 ± 5.3 22.6 ± 5.3 d 
Sainfoin + Hazelnut 1346 ± 606 a 862 ± 327 b  28.5 ± 4.6 23.0 ± 3.6 d 
Mean 1339 ± 530 868 ± 399  27.5 ± 5.1 24.3 ± 5.3 
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Article 3 : Etude in vitro et in vivo de l’iŶteraĐtioŶ entre un anthelminthique de 
synthèse et les tanins condensés 
 
La diffusion généralisée à travers le monde de résistances aux anthelminthiques (AHs) de synthèse 
chez les nématodes gastro-iŶtestiŶauǆàiŵposeàd͛eǆploƌeƌàdeàŶouveauǆàŵodesàdeàlutte.àPaƌŵiàĐesàŶouvellesà
ŵĠthodes,à l͛utilisatioŶà deà Ŷutƌicaments riches en tanins semble être une option intéressante pour 
reŵplaĐeƌà;ouàliŵiteƌͿàl͛utilisatioŶàexcessive des traitements chimiques. Les objectifs de cette étude ont été 
deàtesteƌàl͛effiĐaĐitĠàaŶthelŵiŶthiƋueàdeàgƌaŶulĠsàdeàsaiŶfoiŶàĐoŶtƌeàuŶeàsouĐheàd͛Haemonchus contortus 
multi-résistante aux AHs, chez des agneaux iŶfestĠsà eǆpĠƌiŵeŶtaleŵeŶt,à età d͛eǆaŵiŶeƌà l͛ĠveŶtuelleà
interaction entre un AH de synthèse (ivermectine par voie orale) et une ressource riche en tanins 
condensés (TCs). 
L͛Ġtudeà in vivo a été réalisée avec vingt-quatre agneaux, inoculés à J0 avec des larves infestantes 
d͛H. contortus. A J21 post-infestation, les agneaux ont reçu soit des granulés de sainfoin (3.5 % de TCs), soit 
des granulés de luzerne (0 % de TCs). A J39, la moitié des agneaux de chaque groupe a ƌeçuàϬ.Ϯϱàŵl/kgàd͛uŶà
tƌaiteŵeŶtà d͛iveƌŵeĐtine par voie orale. A J47, les animaux ont été autopsiés afin de compter les vers 
adultes.  
LaàĐoŶsoŵŵatioŶàdeàsaiŶfoiŶàaàĠtĠàassoĐiĠeàăàdesàvaleuƌsàplusàĠlevĠesàd͛hĠŵatoĐƌiteà ;P<Ϭ.ϬϱͿàetà
uŶeàƌĠduĐtioŶàduàŶoŵďƌeàd͛œufsàpaƌàgƌaŵŵeà;OPGsͿàdeàfğĐesà;P<Ϭ.ϬϱͿ.àSur toute la période où les régimes 
alimentaires étaient en place, les OPGs ont été réduits de 50% dans le groupe sainfoin, comparé au groupe 
témoin.àLeàƌĠgiŵeàŶ͛aàpasàeuàd͛effetàsigŶifiĐatifàsuƌà leàŶoŵďƌeàdeàveƌsàŵaisà leàsaiŶfoiŶàaàƌĠduità laàfeƌtilitĠà
des vers femelles (P<0.05). 
Lesà ĐoŶĐeŶtƌatioŶsà d͛iveƌŵeĐtiŶeà daŶsà leà plasŵaà oŶtà ĠtĠà ƌĠduitesà Đhezà lesà aŶiŵauǆà Ŷouƌƌisà auà
sainfoin vs. contrôle, ce qui a été associé à uŶeàƌĠduĐtioŶàdeàl͛effiĐaĐitĠàdeàl͛iveƌŵeĐtiŶe.à 
In vitro, des échantillons contenant des TCs (sainfoin, noisette ou un mélange des deux, 50/50, 
w/w) ont été incubés aveĐàdeàl͛iveƌŵeĐtiŶeàdaŶsàduàjusàdeàƌuŵeŶ.àLeàdosageàdesàĠĐhaŶtilloŶsàpaƌàHPLCàaà
montré une chélation deà l͛iveƌŵeĐtiŶeà paƌà lesà taŶiŶs.à CeĐià suggğƌeà Ƌueà lesà taŶiŶsà ƌĠduiseŶtà l͛aďsoƌption 
iŶtestiŶaleàdeàl͛iveƌŵeĐtiŶe,àaffeĐtaŶtàaiŶsiàlaàďio-disponibilité du médicament dans le plasma et donc son 
efficacité. 
Les nutricaments contenant des tanins affectent la biologie des nématodes multi-résistants aux 
AHs, représentant ainsi une option pour leur contrôle durable. Les interactions in vitro et in vivo entre les 
ŶutƌiĐaŵeŶtsàetàlesàáHsàdeàsǇŶthğseàiŵposeŶtàd͛ġtƌeàvigilaŶtàloƌsàdeàl͛assoĐiatioŶàd͛uŶàƌĠgiŵeàƌiĐheàeŶàTCsà
avec un traitement d͛ivermectine administrée orallement). Des études supplémentaires sont nécessaires 
pouƌàĐlaƌifieƌàlesàŵĠĐaŶisŵesàăàl͛oƌigiŶeàdeàtellesàiŶteƌaĐtioŶs.à 
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a b  s  t  r  a  c t
The  worldwide  spread  of  resistance to anthelmintic  (AH) drugs  in gastrointestinal  nematodes  (GINs)
imposes  to explore  alternative solutions.  Amongst  those, the  possible  use  of  tannin-containing  nutraceu-
ticals  appears  as a relevant  option  to replace  (or decrease  the  frequency of) chemical-based  treatments.
Our objectives  were  to test  the  AH  efficacy  of  sainfoin  pellets  against  a  multiresistant  strain  of  Haemonchus
contortus  in  experimentally  infected  lambs  and to  examine  possible  interaction  between  ivermectin  (IVM)
and condensed  tannins  (CT)-rich  ressource.
In vivo  study was performed  with  twenty-four  lambs  were  inoculated (Day  0) with  multiresistant  H.
contortus  infective  larvae.  On  D21  Post-Infection,  the  lambs  were  assigned  to two  dietary  treatments
(sainfoin  vs  lucerne control  pellets).  On  D39,  half  of  the  animals  per  group  received  0.25  ml/kg  of  an oral
ivermectin  treatment.  On  D47, animals  were  slaughtered  to  count  worms.  The  consumption  of  sainfoin
was  associated  with  higher  packed  cell volume  (PCV) values  (P <  0.05)  and  reduced  faecal  egg  counts
(FECs)  (P <  0.05).  For the  experimental  feeding  period, FECs  were  overall  reduced  by  50%  in  the  sainfoin
group.  The  diet  did  not  have  significant  effect on the  worm  number  but sainfoin  significantly  reduced
female  fertility.  Decrease  in plasma  IVM concentrations  was observed  in the  sainfoin-fed  animals  and  was
associated  with  a decrease  of  IVM efficiency  when compared  with  the  control  group.  Incubating  tannin
in vitro  with ivermectin  and  rumen  fluid  showed  a  blocking  of  ivermectin  by  the  tannins.  This  suggests
that  tannins  lower  the  IVM  intestinal  absorption  compromising  thereby  drug  plasma  bioavailability  and
efficacy.
Tannin-containing  nutraceuticals  alter  the  biology of  multiresistant  nematodes,  thus  representing  an
option  for their  sustainable  control.  In vivo  and  in  vitro interactions  between  nutraceuticals  and chemicals
impose  caution  when  both  tannin-rich  diet  and  drug-based  treatments  are  combined.  Further  studies  are
required to clarify  the  mechanisms  that  support  such  interactions.
© 2016 Elsevier  B.V.  All  rights  reserved.
1. Introduction
Gastrointestinal nematodes (GIN) are a  major constraint in  small
ruminants’ production, because of the consequences on produc-
tion losses, such as poor growth rates, reduction in milk production
and animal health and welfare (Taylor et  al., 2007). For more than
50 years, synthetic anthelmintics (AH) have been the cornerstone
∗ Corresponding author at: IHAP, Université de Toulouse, INRA, ENVT, Toulouse,
France.
E-mail  addresses: e.gaudin@envt.fr, e.gaudin@mg2mix.fr (E. Gaudin).
to control these parasitic diseases in  sheep and goats. However,
this quasi exclusive reliance on commercial molecules is  nowadays
challenged, because i) of  the increasing societal demand to  reduce
the use  of chemical compounds in agriculture and livestock breed-
ing, and ii)  of  the constant development and diffusion of resistance
to  AHs in GIN populations especially in small ruminants.
Resistances to  the main, wide spectrum, AH families are  nowa-
days worldwide spread (Hughes et al.,  2007; Jackson et  al.,  2012;
Kaplan and Vidyashankar, 2012; Pen˜a-Espinoza et  al., 2014). The
rapid development of  resistance in GIN populations to  synthetic
molecules (Waller, 2006)  has recently been illustrated with mon-
epantel, a  representant of  amino acetyl derivates, a new class of
http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2016.08.002
0304-4017/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.
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anthelmintics (Kaminsky et al., 2008) for which cases of resistance
have yet been described after a few years of  commercialization
(Scott et al., 2013; Van-den-Brom et  al., 2015). In  addition, as pre-
dicted by  Van Wyk  et  al.,  1997; the multiplication of  multiresistant
strains, in particular Haemonchus contortus, indeed make impos-
sible the control of  GINs in some farms (Van Wyk  et  al.,  1997;
Chandrawathani et al., 2004; Cezar et  al., 2010). This situation has
led to  a strong impetus to find alternatives to control GIN infections
in  sheep or goats breeding.
Forages containing condensed tannins (CT) with AH proper-
ties represent one of the novel promising option. The tannins are
polyphenolic compounds, contained in various parts of the plant,
belonging to  the flavonoid groups (Mueller-Harvey and McAllan,
1992). Several in vitro results have been obtained with extracts of
tanniferous legumes. Also in vivo trials  with Sericea lespedeza or
sainfoin used as  nutraceuticals (see Hoste et al., 2012, 2015)  have
confirmed these antiparasitic effects. In addition, by-products of
the human food industry with high-tannin contents, (e.g. hazelnut
skins, carob) have also shown results in this novel mode of control
of nematodes (Girard et  al., 2013; Arroyo-Lopez et  al.,  2014).
To improve the conservation and stability of  CT-rich forages,
and to export this kind of  plant, industry has focused on the possi-
ble dehydration (Terrill et  al., 2007; Wolfe et  al., 2008; Girard et al.,
2013; Gujja et al., 2013; Kommuru et  al., 2015). Studies performed
with Sericea lespedeza or sainfoin pellets reported promising results
against Haemonchus contortus infections, especially by reducing
faecal eggs count (FEC) (Girard et al., 2013; Kommuru et  al., 2015)
and improving the host resilience [e.g higher blood packed cell
volume (PCV) (Terrill et  al., 2007; Hoste et al., 2015)].
Most of the previous results have been obtained on susceptible
strains of GINs. In contrast, only a  few in vitro (Whitney et  al., 2011;
Naumann et al., 2014)  or in vivo studies (Whitney et al.,  2013) have
clearly stated that they were been conducted with resistant strains.
Moreover, results on the effects of  CT  resources on multiresistant
strains are missing, despite the potential on-farm impact to provide
solutions to farmers facing these situations.
On the other hand, information remains also very limited on the
interactions between CT containing resources and synthetic AHs
which might be  also a  way to  improve the control of  resistant strains
of GINs. The occurrence of interactions between ruminant nutrition
(quantitative aspects) and the efficacy of  AHs has been previously
demonstrated (Hennessy, 1993, 1997). In contrast, the possible
effect of the diet quality, (e.g; presence of  plant secondary metabo-
lites (PSMs), in particular tannins), on the efficacy of synthetic
commercialized AH has been scarcely explored. Recent studies have
examined the interactions between the consumption of  Juniperus
pinchotti and the efficacy of  ivermectin (IVM). The results suggest a
potentialisation (synergy) between the IVM treatment and the diet
(Armstrong et al., 2013; Whitney et al., 2013).
The general objective of the current study was to explore the
effects of CT containing resources against a  multiresistant strain of
Haemonchus contortus and to  explore the effects when combined
with a synthetic AH drug. These objectives were defined because of
the need to provide data to  explore integrated approaches combin-
ing  non-chemical mode of  control associated with synthetic AH in
case of multiresistance strains in  sheep and goat farming systems.
The specific objectives of the current study can be described as
followed:
1)  An in  vivo study was  performed i) to examine the anthelmintic
efficacy of CT containing resource (sainfoin) against a  mul-
tiresistant strain of  Haemonchus contortus; ii) to examine the
interactions between the same CT-rich resource with a  chemical
AH (oral ivermectin).
2) A complementary in vitro assay aimed i) at confirming the results
of the in vivo study and ii)  at further analyzing the interactions
between CT-rich resources and ivermectin, by including tannin
containing resources differing in the quality of tannins (either
rich in  prodelphinidins (PDs) (sainfoin), or in  procyanidins (PCs)
(hazelnut skins).
2.  Materials and methods
2.1. In vivo assay
2.1.1. Experimental design and protocol
A 7-week feeding trial was composed of  twenty-four 2-month-
old lambs (Lacaune breed) at the start  of the assay. The lambs were
reared indoors under conditions that excluded nematode infection.
A control by egg  counting was  performed on arrival with negative
results. On  D0, the lambs received a  single dose of 3400 third stage
larvae of  a  resistant strain of  H. contortus (White River,  South African
isolate, resistant to  benzimidazoles, ivermectin and rafoxanide)
(Van Wyk et  al., 1987; Riou et  al.,  2003). One day after the infection,
all animals were treated with diclazuril (Vecoxan®, 2.5 mg/ml, Lilly-
France, Neuilly-Sur-Seine, France) to  control coccidia. Three weeks
(D21) after the infection, the lambs were stratified by FEC, body
weight (BW) and PCV  and assigned to two  experimental dietary
treatments (n = 12 per treatment), which consisted of 100% sain-
foin pellets (7 kg per day) (=S group) or 100% lucerne pellets (7 kg
per day) (= C  group). According to  these concentrate part of the diet,
the two  diets were isoproteic. In addition, the two groups received
hay ad libitum each day and have free access to  water. From day 21
to day 28, a period permitted animals to adapt progressively to  the
new diet. On day 39 post-infection, half the animals per group (n =  6
per treatment) received an  oral ivermectin treatment (Oramec®,
0.8 mg/ml  and dose rate of 0.2  mg/kg of  body weight, Merial, Lyon,
France). On day 47 post-infection, all lambs were slaughtered by
using 3.65 g of pentobarbital (Doléthal®, 182.2 mg/ml, Vétoquinol
S.A., Magny-Vernois, France) and the abomasa were immediately
collected (Fig. 1).
The facilities hosting the animals and trial performance met
the French ethical and welfare rules (agreement SSA N◦115 of
December 15,  2014).
2.1.2. Sampling procedure
2.1.2.1. Patho-physiological measurements. During the trial, indi-
vidual blood samples were taken by jugular venipuncture weekly
for determination of PCV, using a  micro-hematocrit centrifuge and
reader.
2.1.2.2. Parasitological measurements. From D21 faecal samples
were collected rectally twice weekly for determination of  FEC,
using a modified McMaster procedure (Raynaud, 1970). Data were
expressed as  eggs per gram of  feces. At  necropsy, the abomasum
was separated, tied,  rapidly removed and then stored at −20 ◦C
for further adult worm counts. The worms  were collected from
both the luminal contents and from the results of a peptic diges-
tion performed on the mucosa for 4  h at 37 ◦C. Worm counts were
performed according to a  10% aliquot technique (MAFF, 1986). Mor-
phological identification of worm stages and sex were  conducted
using standard recommendations (MAFF, 1986).
The relative fecundity estimate per female was  estimated by
dividing the individual number of  eggs per gram found on the last
FEC by  the number of  females found at necropsy (Athanasiadou
et al., 2001).
2.1.2.3. Kinetics of ivermectin in plasma. After ivermectin treatment
on D39, blood samples were collected in  heparin tubes on 5;  10;  24;
48; 96  h and seven days after administration to establish the drug
pharmacokinetics.
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Fig. 1. Experimental schedule.
Plasmatic ivermectin concentrations were determined by HPLC
with fluorescence detection according to  previously described and
validated methods (Alvinerie et al., 1999).  Data were analysed using
a non-compartmental approach with version 4.2 of the Kinetica
Tm  computer program (innaPhase, Philadelphia, USA). The partial
area under the plasma concentration time curve (AUC) and the
mean residence time (MRT) were calculated from 5  h to  7  days by
the linear trapezoidal rule. Cmax, maximal concentration was then
determined. Data are expressed as mean ± standard error of  the
mean (S.E.M.).
2.2. In vitro assay: effect of tannins on ivermectin
The following in vitro assay was performed to  study the influ-
ence of sainfoin extracts, hazelnut extracts and a  mixture of  both
(1:1, w/w), on the availability of ivermectin.
2.2.1. Biological material and chemicals
Sainfoin and hazelnut extracts were obtained by  freeze-drying
of Multifolia pellets (Perly variety, 2013, third cut) and hazelnut
peels. The rumen fluid was obtained from a  goat slaughtered with
3.65 g of pentobarbital and kept  at −20 ◦C for 4  months. Ivermectin
powder was provided by Sigma Aldrich®.
2.2.2. Experimental design
The rumen fluid was diluted in water (1:3, v/v). In order to
achieve a  final concentration of ivermectin of  50 g/ml  (Avery and
Schmidt, 1995); 1) ivermectin was diluted in 1.5% of  DiMethyl Sul-
fOxide (DMSO); 2) 134  l of the previous ivermectin solution was
diluted in 40 ml  of the rumen fluid and water solution. Then, three
successive dilutions of each tannin-rich (TR) extract with phos-
phate buffer solution (PBS) (600, 1200 and 2400 g/ml: classic
in vitro tannin test concentrations, matching the one found in vivo)
were performed to  provide stock solutions (Terrill et al.,  1994).
Thereafter, one ml  of each TR dilution was added to one ml of
the ivermectin +  rumen fluid solution, in  order to achieve a final
concentration of  50 g/ml of ivermectin and 300,  600, 1200 g/ml
of extracts in the test tubes.  The control was the ivermectin solu-
tion diluted in  rumen fluid, without addition of any extracts. Three
replicates were run per type of sample and per concentration.
All replicates were incubated for 3 h at 38 ◦C, and mixed every
hour. After incubation, the tubes were centrifuged (14263g for
5 min). Then, both the supernatant (liquid phase) and the residue
(solid phase) were collected. The ivermectin was extracted and
measured in  both types of  samples.
The results were expressed as% of  IVM in the liquid phase ((IVM
in the liquid phase/Total IVM in  the liquid +  solid phases) * 100). It
is  considered that the ivermectin in  the liquid phase corresponds to
the available molecule in  the rumen fluid  which can interact with
the condensed tannins.
2.3. Statistical analyses
The data on FEC and PCV have been analysed, date by  date, by
a one-way variance analysis, until D39. Then, the data on FEC and
PCV obtained on D42 and D47 as well as the number of  adult worms
and the estimation of  female fertility were analysed by a  two-way
analysis of variance (diet treatment and IVM). Before analysis, the
FEC results and the number of  adult worms  (non-normal distribu-
tion) were transformed in  Log (n +  1). All analyses were performed
using the SYSTAT® 9.0 software. Comparison of  the pharmacoki-
netic data between groups was  performed using a  one-way analysis
of  variance (ANOVA) followed by  an  unpaired t-test using Statview
software (Abacus Concepts, Berkeley, CA, USA). Differences were
considered significant at P < 0.05.
The in vitro data were analysed by a  two-way variance analy-
sis (factors: treatment and concentration) and a linear regression
(on the percentage of  ivermectin found in the liquid phase =  bio-
available ivermectin) on the SYSTAT® software.
3. Results
3.1. In vivo anthelmintic effect of a  tannin-rich diet on multi
resistant H. contortus
3.1.1. Effect of a tannin-rich diet on the parasitological data
• Faecal egg  counts (Fig. 2).
Lambs fed with sainfoin had lower FEC than the lambs fed with
lucerne (from D32 to D42 P <  0.01 and on D47 P <  0.05). Between
D28 and D39, FEC was reduced by 45% for the sainfoin group (FEC
observed on D42 was 3583 and 6513 on D47 for the sainfoin group).
On the 2  last dates of sampling, there was  no effect of ivermectin
treatment on FEC although on D42, the treatment reduced the FEC
of  the lucerne group (between D39 and D42, FEC was reduced by
65% for the treated animals in the lucerne group) but did not show
any effect in  the sainfoin group.
• Number of  adult worms
The diet did not have any significant effect  on the number of
adult worms  counted after necropsy. The ivermectin treatment did
not  show any effect on the number of adult worms counted after
necropsy between the treated and untreated groups (Table 1).
• Measurements of  relative fecundity estimate
The diet had a  significant effect on the fertility of  female H. con-
tortus (P  <  0.01): the fertility was reduced by  60% in  the sainfoin
group (Table 1), compared to the control group. In contrast, the
ivermectin treatment did not affect the fertility.
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Fig. 2. The effect of feeding sainfoin or lucerne pellets on eggs per gram (EPG ± S.E.M.) of  feces from parasitized lambs, before and after the ivermectin treatment. *,  P  <  0.05;
**  P < 0.01.
Table  1
The effect of feeding sainfoin or lucerne pellets on adult worms  (Number of
worms  ±  S.E.M.) and relative female fecundity estimates of  Haemonchus contor-
tus  (Number of eggs by  female ± S.E.M.) of  parasitized treated or non-treated lambs.
Results of the two-way analysis of  variance completed by post hoc  test: the presence
of  different superscript indicates differences between subgroups (P  <  0.01). The lack
of  any superscript means Non Significant differences.
Worm number Relative fecundity estimate
of  female H. contortus
Untreated Treated Untreated Treated
Sainfoin 1348 ± 542 1943 ± 681 4.24 ± 2.96a 4.04 ± 2.13a
Control 1255 ± 140 1632 ± 1299 9.79 ± 2.70b 10.85  ±  7.01b
3.1.2. Effect of a tannin-rich diet  on blood PCV
The diets had a significant effect on blood PCV on D39 (P <  0.05)
and  on D42and D47 (P <  0.01) between the sainfoin and the control
groups. There was no overall ivermectin treatment effect on PCV of
the lambs (Fig. 3).
3.1.3. Effect of a tannin-rich diet  on the plasma kinetic of
ivermectin after oral administration
The drug time concentration profiles reported in plasma of con-
trol sheep are relevant to  those previously reported in  sheep after
oral administration (Alvinerie et al., 2008; Bartley et  al., 2012). The
ivermectin concentration increased for the first ten hours, then it
stabilized for fifteen hours and decreased (Fig. 4). When animals
were fed sainfoin diet, lower concentrations of  ivermectin were
measured in plasma when compared with animals fed control diet.
Consequently, the area under the time-concentration curve (pre-
senting a  two-fold decrease in lambs fed sainfoin, when compared
with those fed Luzerne and the maximal concentration (Cmax =  5.00
for sainfoin group versus 10.10 10.17 for sainfoin group) was sig-
nificantly lower in the sainfoin group, compared with the control
group. The mean residence time (2.32 days for sainfoin group versus
1.65 days for  control group) was significantly higher in the sainfoin
group, compared with the control group (Table 2).
3.2. In  vitro assay
In the control samples, on average 39% of the ivermectin were
found in  the supernatant, revealing that the rumen fluid had the
capacity to trap ivermectin and thus limiting thereby its availabil-
ity for intestinal absorption. The 3 types of  extracts containing CTs
increased significantly the amount ivermectin trapped in  the solid
phase (P < 0.01). For the highest concentration of  sainfoin, 28% of  the
Table 2
The effect  of feeding sainfoin or lucerne pellets on  the pharmacokinetics of  iver-
mectin of  parasitized lambs. Cmax: maximal concentration; AUC: partial area
under  the plasma concentration-time curve); MRT: mean residence time. Data are
means ± S.E.M. of  six  animals. *P < 0.05; **P <  0.01.
Cmax AUC MRT
Control 10.17 ± 1.64  23.68 ± 4.12  2.32  ±  0.28
Sainfoin 5.00 ± 0.40* 9.59 ± 1.09* 1.66  ±  0,08**
ivermectin was determined as free ivermectin in the supernatant
(11.2 g and 28.7 g in the solid phase), 4.3% with addition of  the
hazelnut (2.0 g and 44.7 g in  the solid phase) and 7.9% g/ml  in
the mixture (3.5 g and 41.5 g in the solid phase).
The concentration of tannins had a  significant effect on the
availability of ivermectin (P <  0.01) and significant positive linear
correlations were measured between the concentration of differ-
ent tannin containing extracts and the ivermectin concentrations
measured in  the liquid phase (R2 of sainfoin curve = 0.97; hazel-
nut =  0.95; mixture =  0.98) (Fig. 5).
4.  Discussion
To  the best of  our knowledge, this is  the first study where
the interactions between tannin-containing plants and ivermectin
were ascertained by  combining parasitological, pathophysiological
data and pharmacological measurements. It  is also the first study
underlining that a  diet based on a  pelleted tannin-rich legume
showed efficiency against a  strain of  Haemonchus contortus resis-
tant to  several anthelmintics, which is of interest considering the
increasing prevalence of  multiresistances to different AH families
in  GIN populations in  sheep and goats breedings (Jackson et al.,
2012).
Feeding sainfoin pellets was  effective in disturbing Haemonchus
contortus infection in sheep, when associated or not with oral iver-
mectin administration. The reduction in FEC for lambs fed sainfoin
relative to control group was  above 50%  during the whole feeding
period. These results are  in line with other studies demonstrat-
ing the anthelmintic activity of different tanniniferous legumes like
sainfoin (Paolini et  al., 2003, 2005; Heckendorn et  al., 2006, 2007;
Manolaraki et  al.,  2010), Sericea lespedeza (Gujja et al., 2013; Shaik
et  al., 2006)  or  sulla (Niezen et  al., 1998). In our study, the decrease
in  egg output was not related to any significant changes in  worm
numbers, but was  mainly associated with significant decrease in
relative fecundity estimate of female worms. Similar effects have
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Fig. 3. The effect of feeding sainfoin or lucerne pellets on  blood packed cell volume (PCV ± S.E.M.) of  parasitized lambs, before and after the ivermectin treatment. *, P <  0.05;
**  P < 0.01.
Fig. 4. The effect of feeding sainfoin or lucerne pellets on the pharmacokinetics
of  ivermectin of parasitized lambs Cmax: maximal concentration; AUC: partial area
under the plasma concentration-time curve) MRT: mean residence time. *, P  <  0.05;
** P < 0.01.
been previously described in  other studies on Haemonchus contor-
tus in  lambs of kids fed sainfoin (Paolini et  al.,  2005; Manolaraki
et al., 2010), or with the tropical Legume, Lysiloma latisiliquum,
(Martínez-Ortíz-De-Montellano et  al., 2010). In contrast, in  other
studies, the decrease in  FEC was related to reduced worm burdens
as shown by Heckendorn et al. (2006, 2007) when testing the effect
of O. viciifolia hay  or silage in  experimentally infected sheep.
The mean worm counts of  the two groups (treated + untreated)
were heterogeneous in the two  diets, but the difference was not
statistically different (1646 ± 613  and 1443 ± 718  in sainfoin and
control, respectively). This highlighted the individual response
of lambs to H. contortus infection. Similar variability has been
described in previous studies (Paolini et  al.,  2005; Heckendorn et  al.,
2006; Manolaraki et  al.,  2010). The establishment rate of  the infec-
tive larvae (number of worms recovered at necropsy/number of
infective larvae given)  was 48% in  the sainfoin group and 43% in
the control group. These values are  in agreement with the values
reported in sheep after experimental infection with H. contortus by
Manolaraki et al. (2010). However, in some other studies, the estab-
lishment rate was much lower, approximating 15% (Heckendorn
et al., 2006).
The consumption of tanniniferous legume forage by lambs has
also been previously associated with an  improved resilience of
the host (Terrill et  al.,  2007;  Hoste et  al., 2015). In our study, the
measurements of  blood PCV, which assess the anemic status of
the lambs, was used to evaluate the resilience. Blood PCV  val-
ues in the infected lambs were significantly and regularly higher
in the animals fed sainfoin than in the control group, confirming
other studies performed with various tannin containing resources
(Paolini et al., 2005 (sainfoin); Terrill et  al., 2007 (sericea les-
pedeza); Arroyo-Lopez et  al., 2014 (sainfoin and carob)). This
improved resilience might be associated either with some effects
due to  the presence of polyphenols, or alternatively to  the high
nutritive value of sainfoin compared to the control. However, the
control diet relied on another legume (Lucerne); the diets were
made isoproteic and there was no refusal in the two  groups of  lambs
from D28 to  D47.
This trial was  performed with sainfoin pellets. The efficacy
against parasites obtained with such diet confirms that the pellet-
ing process of sainfoin (high temperature and high pressure) does
not affect the anthelmintic properties of  the sainfoin despite pos-
sible  changes in the binding to proteins suggested by  Terrill et  al.
(2007),  in accordance with previous observations on H. contortus
infections (Girard et  al., 2013 [sainfoin]; Terrill et al., 2007;  Gujja
et al.,  2013; Kommuru et al., 2015 [sericea lespedeza]).
The consumption of sainfoin pellets was associated with impor-
tant changes in the drug plasma kinetics in lambs treated orally
with ivermectin. The ivermectin concentrations were significantly
lower in  animal fed sainfoin when compared with those fed con-
trol diet, revealing an impaired overall exposure of  the host animal
to  the anthelmintic drug. Altered absorption or elimination of  the
drug may  account for abnormal plasma kinetic profile. These data
are consistent with the lower efficacy of ivermectin in  the sainfoin
fed animals (High FEC  on D42), when compared with the control
group. This  strongly suggests that the sainfoin diet interfered with
the ivermectin treatment in  our experimental conditions.
Our data are in  contrast with previous in vitro (Armstrong et al.,
2013)  and in vivo (Whitney et  al.,  2013)  studies, where increased
anthelmintic activity was observed when ivermectin was  com-
bined with another tannin containing plants (Juniperus pinchotti).
The general hypothesis was that, given that tannins can bind to
different macro-molecules, especially proteins (Bruneton, 2009),
the PSMs  from tannin resources may  contribute to chelate to iver-
mectin in the rumen, limiting thereby intestinal drug absorption.
Although similar animal species and similar route of  ivermectin
administration were used, several other factors may  account for the
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Fig. 5.  Measurements of  in vitro ivermectin in liquid phase (%)  between groups of  three tannin-rich extracts applied at  different concentrations.
divergent results obtained in the two  studies. First, the strains of H.
contortus used by Whitney et al. (2013) was an ivermectin resistant
strain while the White River strain used in  our study was resistant
not only to  ivermectin but also  to benzimidazoles, and rafoxanide
(Riou et al., 2003). Another major difference concerns the type of
diet used and the nature of  the plant secondary metabolites (PSMs).
In sainfoin, the main PSMs are flavonoids and CTs with a  main pro-
portion of tannins being PDs (70%) vs 30%  of  PCs  (Quijada et al.,
2015). J. pinchotti is  also identified as a  CT  containing plant (4.1%
of dry matter) but they are mainly PCs (Engelshowe, 1983). One
hypothesis is that tannins differing in their quality (namely by  the
PD/PC ratio) may  interact in  different ways with ivermectin.
To verify this hypothesis, ivermectin was incubated in vitro  with
different types (PD or PC rich) of  tannin extracts in  presence of
rumen fluid in order to approximate the drugs physiological envi-
ronment in the rumen. The experiment was performed with either
sainfoin extracts, a  PD-rich resource (70% vs 30% PCs) or hazelnut
extacts, a  tanniniferous resource rich in  PCs (80%  vs 20% of  PDs)
(Quijada et al., 2015) was also in tested parallel to examine whether
the quality of tannins could affect the blocking capacity. In our
assay, ivermectin blocking or chelation was clearly associated with
the tannin-containing pellet and this was tannin dose-dependent.
We therefore propose that by blocking ivermectin in  the rumen,
tannins could reduce the amount of  drug available for intestinal
absorption. This is  consistent with the low plasma bioavailability
and the low efficacy of  ivermectin in infected animals receiving
sainfoin when compared with animal fed control diet. Further-
more, the different data obtained with sainfoin and hazelnut peels
extracts, suggest that procyanidins are  more potent chelators of
IVM than prodelphinidins. This hypothesis has to be  tested further
in  vivo.
Juniperus species are also rich in a second type of  PSM, namely
some terpenoids (up to 2.2 mg  of  terpenoid oil/g of  dry matter)
(Whitney and Muir, 2010; Whitney et  al.,  2011). A second hypoth-
esis is that terpenoids also react in different ways to  ivermectin.
The complexity of  interactions between IVM and bioactive metabo-
lites has been illustrated by  a previous in vitro study performed by
Armstrong et al. (2013),  where the motility of an ivermectin resis-
tant strain of  H.  contortus was measured in presence of  IVM. The
IVM efficacy was increased when incubating H. contortus larvae
in a buffered ruminal fluid containing dried redberry juniper. In
contrast a  decrease in IVM efficacy was noticed when larvae were
incubated in terpenoid oil. The experimental design suggests also
that terpenoid oils were the main PSM responsible for the interac-
tions.
Other interferences between condensed tannins and the intesti-
nal absorption process may  also contribute to  decrease the
absorption of ivermectin. Drug concentration in the organism is
controlled by the drug detoxification system, whose performance
can be highly modulated by tannin-derived flavonoids. As example
oral administration of  Hypericum perforatum has been associated in
humans with a  decrease of  metabolism of  the tacrolimus, substrate
of  both CYP3A and P-gp, (Hebert et  al.,  2004).  Overall, ivermectin
and other related anthelmintic macrocyclic lactones are substrates
of the transmembrane efflux pump P-glycoprotein (P-gp, ABCB1)
which largely contributes to elimination of  these drugs by export-
ing them from the plasma compartment to the intestinal lumen
(Kiki-Mvouaka et  al., 2010;  Ballent et  al., 2006). It is  well known that
plant secundary metabolites and flavonoids can inhibit the activity
of  mammalian P-gp (Yazaki, 2005; Alvarez et al.,  2010). As example,
quercetin in sheep increases plasma bioavailability of  moxidectin
(Dupuy et al., 2003). Flavonoids can also induce P-gp  gene expres-
sion (Alvarez et  al., 2010). Therefore, in our study we cannot exclude
that tannins and flavonoids induced P-gp gene expression in sheep
fed sainfoin, enhancing the drug P-gp-mediated elimination pro-
cess. Elucidating this aspect represents an important objective for
future research.
5.  Conclusion
As previously observed with AH susceptible H. contortus, feeding
lambs with sainfoin, a  tannin-containing legume, was also effi-
cient to disturb the biology of  a  multiresistant AH strain. The use
of  such bioactive feed might reduce significantly the nematode
egg excretion and consequently the pasture contamination. The
present results appear of  main importance in production systems
where farmers remain without any therapeutic solutions to con-
trol gastrointestinal nematode populations which are  resistant to
all broad spectrum families of  chemical anthelmintics (Van Wyk
et  al., 1997).
Based on this sole study, the current results also suggest
that combining a  tannin-containing diet and an  oral administra-
tion of  macrocyclic lactones might have negative consequences
on the short term (immediate efficacy) and possible long term
(development of  resistance) use of  macrocyclic lactones. Indeed,
subtherapeutic drug concentrations as  those observed in sainfoin
fed sheep, may  contribute to the selection of  drug resistant nema-
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todes.  Further experiments are needed to verify the effect of  other
tannin containing resources on multi resistant strain of nematodes
and to investigate the impact of the route of  administration on the
interactions between a  tannin-rich diet and ivermectin (e.g. under
injectable administration). These future studies should also help at
exploring and clarifying the molecular mechanisms supporting the
interaction of bioactive compounds and anthelmintic drugs.
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Article 4 : Comportement alimentaire des ovins et caprins lors d'un challenge 
parasitaire : sélection de sainfoin riche en tanins et capacités d'automédication 
   
 L͛utilisatioŶ de plantes riches en métabolites secondaires, comme le sainfoin contenant des 
tanins condensés, est l͛uŶe des optioŶs dans la luttre contre les nématodes parasites des petits 
ruminants au pâturage. Différents tests comportementaux permettent de mesurer le degré de 
motivation Ƌu͛eǆpƌiŵeŶt les animaux pour obtenir ces ressources. 
 L͛oďjeĐtif de Đette Ġtude a ĠtĠ de ǀĠƌifieƌ les hǇpothğses suiǀaŶtes, à l͛aide de deuǆ tests de 
comportement : les caprins consommeront plus de sainfoin, dû à une plus grande propension à 
consommer des tanins ; les aŶiŵauǆ paƌasitĠs peuǀeŶt s͛auto-médiquer, notamment les caprins 
de par leur moindre résistance aux parasites ; la consommation de sainfoin augmentera avec le 
teŵps ;l͛hǇpothğse ĠtaŶt Ƌu͛uŶ teŵps d͛adaptatioŶ est ŶĠĐessaiƌe pouƌ la ĐoŶsoŵŵatioŶ de 
granulés contenant des métabolites secondaires). 
 
Un essai in vivo a été mené avec 20 chevrettes et 20 agnelles. La moitié de chaque lot a été 
expérimentalement infestée avec une souche sensible d͛Haemonchus contortus. Un mois après 
l'infestation, les animaux ont participé à un test de cafétéria de 30 jours où des granulés de 
sainfoin et de luzerne étaient proposés à volonté. Les animaux ont ensuite participé à un test de 
conditionnement opérant (luzerne disponible à volonté et le sainfoin en quantité limitée). 
 
Dans le test de cafétéria, les chevrettes ont montré une préférence pour le sainfoin plus 
marquée que les agnelles (P<0.01). La consommation de sainfoiŶ Ŷ͛a pas ĠtĠ diffĠƌeŶte selon le 
statut parasitaire mais elle a augmenté au cours du temps pour les animaux parasités (P<0.01), 
notamment chez les agnelles, sans devenir supérieure à celle des animaux non parasités. 
Dans le test de conditionnement opérant, aucun effet du statut parasitaire ni de l'espèce n'a 
été mis en évidence sur la motivation à consommer le sainfoin. 
 
Les résultats du test de cafétéria ont confirmé 2 de nos hypothèses, à savoir que (1) les caprins 
ont montré une préférence pour le sainfoin supérieure à celle des ovins, et (2) les agnelles 
parasitées ont augmenté leur consommation en sainfoin au cours du temps. Cependant, les 
animaux parasités Ŷ͛oŶt pas ĐoŶsoŵŵĠ plus de saiŶfoiŶ Ƌue les aŶiŵauǆ ŶoŶ paƌasitĠs, iŶdiƋuaŶt 
donc l'absence de ĐoŵpoƌteŵeŶt d͛autoŵĠdiĐatioŶ curatif. De nouvelles études 
comportementales sont nécessaires afin de comprendre la motivation des animaux, parasités ou 
non, pour ingérer un aliment riche en métabolites secondaires.  
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Abstract 
Plant secondary metabolites (PSMs) are one of the promising options against 
gastrointestinal nematodes in sheep and goats. The objective of this study was to assess the abilities 
of sheep and goats to self-medicate with tannin-rich sainfoin (SF) when infected with 
gastrointestinal nematodes, with a cafeteria and an operant conditioning trials. Hypotheses were that 
parasitized (P) lambs and goat kids will show greater intake and preference for SF than non-
parasitized (NP) counterparts, that kids will eat more SF than lambs (due to their lower resistance 
against parasites and their higher ability to consume PSMs), and that SF intake will increase over 
time for P animals. 
Twenty female kids and twenty lambs aged 3 months were involved in the study. Half of the 
animals per species (n=10) were experimentally infected with 170 L3 stage larvae of Haemonchus 
contortus /kg of body weight (P). The other half was free from parasites for the all experiment (NP). 
Five weeks after infection, animals were exposed to a 24-d cafeteria trial (three 8-d periods) 
offering a free choice at the day scale between two legume pellets: SF (Onobrychis viciifolia) 
containing condensed tannins (3.8 %) and alfalfa (ALF, Medicago sativa) with no tannin. Then, the 
animals were involved in an operant conditioning trial of two 4-d long sessions, to assess in short-
term tests their motivation to walk for a SF reward (10 or 25 g) when offered in choice with freely 
available ALF. 
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In the cafeteria trial, SF preference was greater in kids than in lambs, especially in the first two 
periods. We did not observe a greater preference for SF in P animals, which was even higher in NP 
animals in periods 1 and 2. In period 3, all groups (P kids, NP kids, P lambs and NP lambs) 
expressed similar SF preference. In the operant-conditioning trial, no higher motivation to get the 
SF reward was revealed in P animals, especially when the reward decreased. 
The results of this experiment support some of our hypotheses in that (1) goats are more willing 
than sheep to consume tanniferous feeds, and (2) P animals increased SF intake through time. 
However, a curative self-medicative behavior was not highlighted as the moderate amplitude of 
these evolutions never led to a greater SF intake and preference, nor to a greater motivation to get 
SF when available in a restricted quantity, in P than in NP animals, whatever the species. This is in 
contrast with some previous results and some explanations are presented.  
 
Keywords: Sainfoin; Tannins; Gastrointestinal nematodes; Small ruminants; Motivation; Self-
medication; Operant conditioning; Behaviour 
 
1. Introduction 
Gastrointestinal nematodes (GINs) are one main issue in outdoors small ruminants' production, 
because of the consequences on production losses (poor growth rates, reduction in milk production, 
death) but also on animal health and welfare (Taylor et al., 2007). For more than 50 years, the 
conventional way to control this constraint has been the use of chemical anthelmintics (AH) (Min et 
al., 2004). However, after a few decades, this quasi-exclusive use of chemical molecules has been 
challenged because of the constant development and diffusion of resistance to the main, wide 
spectrum, AH families (Kaplan, 2004; Coles et al., 2006; Jackson et al., 2012; Peña-Espinoza et al., 
2014). This increasing phenomenon of resistances makes difficult even sometimes impossible to 
control GINs in farms, especially in situation of multiresistant strains (Van Wyk et al., 1997; Cezar 
et al., 2010).  Moreover, the increasing societal demand of consumers to reduce the use of chemical 
compounds had led to promote the use of natural products in agriculture and livestock husbandry. 
Therefore, research has focused on finding new solutions to control GIN infections in sheep or goat 
breeding, such as forages containing high values of condensed tannins (CTs), and used as 
nutraceuticals (Andlauer et Fürst, 2002; Hoste et al., 2006). 
Tannins are plant secondary metabolites (PSMs) located in the vacuoles of the plant. Condensed 
tannins are polyphenolic compounds of the flavonoid species (Mueller-Harvey and McAllan, 1992).  
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In vitro and in vivo assays with tanniniferous legumes such as sainfoin (SF - Onobrychis viciifolia) 
(Paolini et al., 2005; Heckendorn et al., 2007), sericea lespedeza (Lespedeza cuneata) (Shaik et al., 
2006; Kommuru et al., 2015) or sulla (Hedysarum coronarium) (Niezen et al., 1998) have shown 
promising results and confirmed the observed anthelmintic effects (Hoste et al., 2012; 2015).  
To make the conservation and stability of CTs-rich forages easier, to control the quality of the 
PSMs, and to export this kind of plant, industry has focused on possible processes to dehydrate the 
plants. Some recent studies performed with sericea lespedeza or SF pellets reported promising 
results on the reduction of infection by Haemonchus contortus (a blood-sucking worm causing 
anemia), especially by reducing faecal egg counts (FECs) (Terrill et al., 2007; Girard et al., 2013; 
Gujja et al., 2013; Kommuru et al., 2015; Gaudin et al., 2016a) and by improving the blood packed 
cell volume (e.g: improved resilience of the host) (Hoste et al., 2015).  
CTs-rich forages have a great interest in grazing sheep systems, but even more in grazing goats, 
because their immune responses against parasites are very low compared to sheep (Hoste et al., 
2010). In addition, the feeding strategies of goats and sheep are different as goats prefer to feed on 
the shrub layer (Hofmann, 1989), often rich in secondary compounds, with a lower risk of presence 
of infective larvae, while sheep prefer to feed on the grass layer with high risk of intake of infective 
larvae (Hofmann, 1989). These differences taken together led to the consideration in the literature 
of two different strategies to control parasites, based on the development of an immune response in 
sheep (fight strategy) and on feeding behavior in goats (flight strategy) (Hoste et al., 2010).  
Small ruminants, and more generally herbivores, have been shown to be able to modify their diet 
preferences according to a reduction in nutrients imbalance (Wang and Provenza, 1996; Villalba 
and Provenza, 1999) or with the avoidance of toxic compounds (du Toit et al. 1991; Ginane et al., 
2005), via an associative learning process (Provenza, 1995). Diet selection then could be seen, as 
proposed by Provenza and Villalba (2006), as the "constant quest for substances in the external 
environment that provide a homeostatic benefit to the internal environment". In that way, 
herbivores may have the ability to select a feed rich in secondary metabolites to alleviate a malaise 
(Villalba and Provenza, 2007). Previous experiments have highlighted such abilities in sheep 
(Provenza and Villalba, 2006), including when the malaise was due to the presence of 
gastrointestinal nematodes (Juhnke et al., 2012; Amit et al., 2013). These experiments generally 
involved concentrate feeds enriched with quebracho tannins, or tropical legumes or shrubs 
characterized by naturally high concentrations of condensed tannins (e.g. 8% in Juhnke et al., 
2012). The question is whether such self-medicative behavior can be observed when using a 
temperate fodder legume (sainfoin) with natural but more moderate content in secondary 
compounds and with herbivores that display different feeding and adaptative strategies to combat 
parasites. 
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 The general objectives of the current study were thus to evaluate and compare the feeding 
behavior of sheep and goats and their ability to self-select a tannin-rich forage because of its 
anthelmintic properties. The specific hypotheses were: 
1) The selection and motivation to get the tannin-rich forage would be greater in goats, due to 
their capacity to eat plant secondary metabolites in the shrub layer ; 
2) The selection and motivation to get the tannin-rich forage would be greater in infected 
animals, especially for goats because of their reduced resistance against parasites ; 
3) The intake of the tannin-rich forage would increase over time in infected animals once they 
would have experienced the beneficial effects of tannin consumption. 
 
2. Materials and methods 
The experiment was conducted indoors, in the facilities of the UE1414 Experimental 
Unit of INRA “Auvergne-Rhône-Alpes” in central France (45°42’N, 03°30’E). The protocol 
was examined and validated by the regional ethical committee “Comité d’Ethique pour 
l’Expérimentation Animale d’Auvergne” and approved by the French Research Ministry, 
under the n°2015121609019762.    
2.1 General procedure  
 
The experiment was conducted from February to mid-July 2016. It involved five 
successive phases which are presented on figure 1: (i) a ‘Growth phase’ from birth to the 
experimental infection at 2.5 month-old, (ii) a ‘Parasitic development’ phase of 35 days for 
the development of infective L3 larvae into adult nematodes with negative impact on animals, 
(iii) the ‘Cafeteria trial’ representing the first experimental phase where animals had a free 
choice on a daily scale between two fodder legumes varying in their tannin content (sainfoin 
and alfalfa) during 24 d, (iv) a 8 days ‘Transition’ phase between the two experimental 
phases, and (v) the ‘Operant-conditioning trial’ (11 d), i.e. the second experimental phase. 
This consisted in a constrained choice on the short-term (few minutes) using an operant 
conditioning procedure to test the animals’ motivation to get the tannin-rich food depending 
on their parasitic status.  
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2.2 Animals 
 
Twenty female goat kids (Alpine breed) and twenty ewe lambs (Romane breed) were 
involved in the study. Birth dates ranged from 16th January to 10th February for kids and 
between 26th January to 12th February for lambs. From few days after birth, animals were fed 
artificial milk to ensure they all had similar feeding experiences before the experiment. They 
were housed in a ventilated building, in the same room (designed as the ‘breeding room’), but 
in two adjacent pens (one per species). The pens were bedded with sawdust and animals had 
free access to fresh water and minerals. The building was artificially lighted between 7:00 am 
to 8:00 pm.   
Animals were weighed for the first time on the 5th of March, which will be considered as Day 
0 (D0) for the experiment. At that date, the average live weight of lambs was 14.27 (± 2.22 kg 
[mean ± SEM]) and the weight of kids was 9.68 (± 1.49 kg [mean ± SEM]). The animals were 
weaned on D13 (18th March).  
 
An egg counting control was performed on D39 on all animals to check their parasitic 
status. This test confirmed that the animals were free from gastrointestinal nematodes. On 
D46, animals of each species were stratified according to body weight (BW) and packed cell 
volume (PCV), and assigned to two groups per species (n=10 per group). ‘Parasitized’ 
animals (P) received a single dose of third stage larvae of a susceptible strain of Haemonchus 
contortus at the dose rate of 170 L3/kg of BW (mean weight of kids at the day of infection = 
18.0 kg, e.g 3050 L3 and mean weight of lambs at the day of infection = 24.6 kg, e.g 4620 
L3); ‘Non parasitized’ animals (NP) remained uninfected and composed control groups. Each 
pen was then divided in two equal smaller pens to finally host the four groups separately.  
The L3 larvae were obtained from feces of donor sheep, kept indoors and infected 
monospecifically with an AH susceptible strain of Haemonchus contortus. The facilities 
hosting the animals and trial performance met French ethical and welfare rules (agreement 
SSA n°115, December 15, 2014). Coproculture were maintained for 12 days at 23°C to obtain 
the third-stage larvae. Larvae were then recovered from feces using the Baermann technique 
(Baermann, 1917) and stored at 4°C in a horizontally vented cap flask. Animals were 2-
month-old on the day of infection. 
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2.3 Experimental feed and feeding management 
 
We used two main experimental feeds which were pellets of two fodder legumes: 
sainfoin (Onobrychis viciifolia- SF_EXP) and alfalfa (Medicago sativa- ALF_EXP), which 
were isonitrogeous (Table 1). The SF_EXP pellets were chosen based on their tannin content 
and on their biological activity assessed both in vitro and in vivo in previous assays (Gaudin et 
al., 2016b). Samples were collected and analyzed for crude protein (Dumas’ method, Cunniff, 
1995), neutral- and acid-detergent fiber (Goering and Van Soest, 1970), gross energy, and 
tannin concentration (HCl-Butanol method, Grabber et al., 2013) (Table 1). 
Additionally to these experimental feeds, animals received other feeds, either as basal 
diet during the non-experimental phases, or as a complement of the legume pellets during the 
experimental phases.  
During the ‘Growth’ and ‘Parasitic development’ phases, animals received artificial milk until 
weaning, then pasture hay ad libitum (Crude Protein: 66-77 g/kg Dry Matter; Neutral 
Detergent Fiber: 607-699 g/kg DM) complemented with a commercial concentrate for lamb 
growth (CP: 160 g/kg DM; NDF: 215 g/kg DM; 1 kg/ lamb and 0.8 kg/ kid).  
From the fourth week of the ‘Parasitic development phase’ animals were moved into the 
device used for the cafeteria trial (see section 2.4.2) for habituation. We made a feeding 
transition with the type of feed they will receive as their main diet component during the trial, 
i.e. legume pellets. However, to avoid that animals get too much experience with the 
experimental feeds before the start of the trial, we offered them another pelleted alfalfa 
(ALF_HAB) and pelleted sainfoin (SF_HAB) (Table 1). To encourage consumption of the 
legume pellets within the troughs, and until transition was completed, we mixed concentrate 
(250 g / animal) with the pellets. We also provided small amounts of straw to ensure digestive 
comfort. Then, during the cafeteria trial, they only received the legume pellets (ad libitum) 
complemented with small amounts of hay (200 g) instead of straw, which was not ingested. 
The hay was offered in a bucket placed within the pen.  
During the transition phase between the cafeteria and the operant-conditioning trials, animals 
progressively returned to a diet based on hay offered ad libitum complemented with the 
commercial concentrate and barley (150 g / animal). 
Finally, during the operant-conditioning trial, the basal diet (when the animals were not on 
test) was composed of hay complemented with a mixture of 50:50 SF_EXP and ALF_EXP 
(w/w basis) in amounts corresponding to 40% of daily intakes recorded during the cafeteria 
trial. 
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This quantity aimed to lowering the risk that animals would be so motivated by the legume 
pellets in the test arena that they would just eat the most accessible one without making a 
discriminative choice. The amounts of hay were adjusted regularly according to refusals 
(amounts offered ranged from 0.8 to 1.2 kg per lamb, and from 0.5 to 0.9 kg per kid). The 
animals were fed 100 g of hay per animal at 12:00. The rest of the hay was given at 4:45 pm, 
together with the mix of legume pellets. The refusals were removed and measured at 8:00 am 
every morning.  
2.4 Sampling procedures and measurements 
 
2.4.1 Patho-physiological measurements 
 
During the experiment, individual blood samples were collected by jugular venipuncture 
weekly for determination of PCV, using a micro-hematocrit centrifuge and reader. We 
monitored the evolution of PCV as it is an indicator of anemia, which is supposed to be 
affected by the haematophagic action of Haemonchus contortus in infected animals.  
 
2.4.2 Parasitological monitoring 
 
From two weeks after infection (D59), individual fecal samples were collected rectally 
weekly to measure fecal egg count (FEC), using the modified McMaster procedure (Raynaud, 
1970). Data are expressed as number of eggs per gram of feces.  
 
2.4.3 Growth supervision 
 
At the same occasions of blood and feces sampling, animals were weighted for 
supervision of their growth, using an electronic scale.  
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2.5 Experimental trials 
2.5.1 Training of the animals for the operant-conditioning trial 
 
 The training of individuals occurred during the ‘Growing’ and ‘Parasitic development’ 
phases (D24 – D65), over 20 days. This aimed to familiarize the animals with the test arena, 
then to teach them the principle of the test. Animals were first introduced in the arena (see 
description in section 2.5.3) for about 5 minutes by small groups (3-5 individuals) then by 
pairs randomly selected, especially for the lambs which are more reluctant than goats to eat in 
isolation (Sibbald and Hopper, 2004). Kids and lambs were tested individually after 3 and 9 
training days, respectively (Table 2). Animals were first reinforced only with concentrate as 
the reward. After 15 days, alfalfa was added, and after 19 days, sainfoin with low content in 
tannins (SF_HAB) was used instead of concentrate. All animals had learnt the principle of the 
test before the start of the cafeteria trial. 
Finally, during the transition phase between the cafeteria and the operant-conditioning trials 
(D107 – D114), another training session of 4 days was performed with the experimental feed 
to remind animals the principle of the test. All animals performed well.   
2.5.2 Cafeteria trial 
 
 Three weeks after infection (D66), animals were transferred to the structure where the 
cafeteria trial will take place, to habituate them to the device for 14 days. This device had to 
allow individual measurements of daily feed intakes. It consisted in another room of the 
building composed of two lines of 12 individual pens, each one being provided with two 
adjacent troughs associated with an electronic recording of ingestion. During habituation, 
animals were housed by pair in each pen (3 m²) and had access to two troughs. Then, during 
the cafeteria trial, because of the restricted number of pens available, each group of ten 
animals was split in two subgroups for the measurements. Each subgroup stayed in the device 
for a period of four consecutive days while the other subgroup returned in the breeding room. 
In the cafeteria device, animals were then penned individually and had access to two troughs, 
one filled with ALF_EXP and the other one with SF_EXP (sides changing every day), offered 
ad libitum from 9:00 am to 4:00 pm. During those days, the animals that returned to the 
breeding room were fed the same feed in two separated racks. The two subgroups then 
alternated in the cafeteria device every 4 days. This was repeated 3 times (3 periods of 8 days 
(4 per subgroup)) over 24 days. The animals stayed in this device until D107.  
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2.5.3 Operant-conditioning trial 
The principle of the trial is to impose a moving constraint to the animal to test its 
motivation to get a reward (Dumont et al., 1998; Ginane et al., 2002; Catanese et al., 2016). 
The testing arena consisted in a U-shape corridor (4.45 x 2.80 m) surrounded by gird panels 
of 1 m high, with an entrance door at both ends (Fig. 2). The middle part was made of wooden 
panels of 2 m high. Adjacent to the test arena, there was a buffer zone to isolate the tested 
animal just before and just after the test. Two waiting pens completed the device, one for the 
animals before being tested, and the other one for the animals after being tested. 
 
At each entrance of the test arena, the animal had access to two bowls in each side where the 
feeds were provided. One of the bowl was filled with restricted small amounts of SF-EXP (10 
or 25 g depending on the session, see below) as we wanted to test animals’ motivation to get 
the tannin-rich food, while the other bowl was filled with 200g of ALF_EXP (considered as 
an ad libitum quantity for a 5 minutes’ test). The amounts of 10 and 25 g of the SF reward 
available on a limited quantity were chosen to be within the shift zone (i.e. where the animal 
selects or rejects the feed) for the lowest quantity, and above this threshold for the highest 
quantity, according to a previous study (Catanese et al., 2016). When a kid or lamb entered 
the test arena, the four bowls were filled and the animal could choose between feeds. When 
the reward of SF was eaten, the animal had the choice between consuming ALF or walking 
through the arena to get another reward of sainfoin. As soon as the animal started to consume 
one of the feeds on one side of the arena, the operator removed the eventual refusals of 
sainfoin on the opposite side, and refilled the sainfoin bowl with a new reward. Food was 
provided by one operator, through a trapdoor within the panel that made him not visible by 
the animals. Only two operators, familiar for the animals, ran the trial. Animals were 
individually tested during 5 minutes from the moment they went through one entrance door 
(the entrance was on a different side each day). After the 5 minutes, the animals were gently 
driven to the exit.  
We performed three consecutive sessions. On the first two sessions, the animals had a choice 
between SF_EXP and ALF_EXP. Two amounts of SF reward (10 g and 25 g) were tested 
using a crossover design to avoid carry-over effects. Consequently, half of the animals of each 
group were tested in session 1 for the 25 g SF reward and the other half for the 10 g SF 
reward. In session 2, the subgroups were reversed. Sessions 1 and 2 lasted for four days. On 
d1, only the SF reward was offered to make animals aware of the amount proposed. 
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On d2, d3 and d4, animals were tested for the choice between SF and ALF, with the sainfoin 
reward remaining stable. 
In session 3, only SF_EXP was proposed, both in the reward bowl (25 g) and in the bowl 
where alfalfa used to be. This aimed to compare lambs and kids in their propensity to move in 
the arena independently of the feed presented, in order to take it into account in the analysis of 
their behavior in this trial (behavioural variables measured in this last session were included 
as covariate in the statistical analysis). Session 3 lasted for three days, one day with only the 
reward bowls filled and two days with both types of bowls filled. 
 
The tests were performed from 8:45 am to 4:45 pm, 5 days a week, with two groups 
being tested on the morning and the remaining ones on the afternoon. The passage order of 
each group over days changed daily in a determined way according to a Latin square design. 
In return, the passage order of the animals within a group was based on animals’ will to go to 
the test arena, to avoid stress due to sorting animals within the waiting pen. Animals’ 
behaviors were recorded with two video cameras positioned over each entrance door. We 
used the "The ObserverTM software (XT12 version 12.5, Noldus, The Netherlands)" to 
analyse the videos by encoding the following behaviors: feeding and sniffing at the bowls, 
walking, idling, exploring, and number of laps. This allowed us to calculate the times spent 
feeding and walking, the walking speed to get the reward and intake rates of each feed. 
We also recorded the number of sainfoin rewards distributed and we weighed all refusals to 
assess intakes of sainfoin and alfalfa for each individual test.  
2.5 Statistical analysis  
All data were analyzed using the SAS software (SAS Enterprise Guide, v5.1) and the 
mixed procedure (PROC MIXED). The residuals normality was checked and we proceeded to 
variable transformation when needed. Intake data were expressed relative to metabolic weight 
(BW0.75) to account for differences in body weight between animal species. 
Data relative to animals’ body weight, parasitic status (FEC) and PCV were analysed 
for the effects of species (kid vs lamb), parasitic status (NP vs P, except for FEC where only 
infected animals were considered), experimental day and their interactions. The individual 
animal was considered as the random factor and the repeated statement with the 
autoregressive covariance structure was used to account for the measurements being made on 
the same animals on each date. Fecal egg counts data were submitted to a square-root 
transformation. 
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For the analyses of the cafeteria trial, we only considered the last two days of each 
period and averaged intakes over these days, considering the first two ones as a period of re-
habituation to the device. We analyzed the daily dry matter intakes of SF, ALF, total intake 
and SF preference, expressed as the ratio of SF intake divided by total intake. The factors 
tested were the species, parasitic status and period. The subgroup and the individual animal 
were considered as random factors, and the period as the repeated one. Additionally, we 
performed a Student t test to assess whether SF preference was different from the 0.5 value of 
no preference.  
For the operant-conditioning trial, we analyzed intakes of SF, ALF, total intake, SF 
preference (expressed as the ratio of intakes), SF intake rate (at the bowls, i.e. without 
considering the walking time), number of laps (number of laps that the animal did to get new 
sainfoin reward), walking speed (mean walking time/length of the path), and the time spent 
toward feed (time spent to eat, smell the feed or walk to get the feed) in the 5-min tests. These 
variables were tested for the effects of species, parasitic status, amount of reward (10 vs 25 g) 
and their interactions. We also included in the model the effect of the session and the data 
obtained in session 3 as a covariate. Random factors were the individual animal nested in the 
sequence of presentation of reward (10 and 25 g). The sainfoin preference expressed as ratio 
of intakes was submitted to angular transformation (arcsinus).  
3. Results 
3.1 Animal performance and parasitic loads 
 
 The infection with nematodes did not have any effect on animal’s growth (P=0.93) 
(Fig. 3). We noticed an effect of the species on the animal weight: the lambs were heavier 
than kids (P<0.0001) all along the experiment. Both species showed similar growth patterns 
with an average daily weight gain of 195 ± 25 g in lambs and 148 ± 17 g in kids.   
Globally, the experimental infection worked well as all infected animals showed 
excretion of parasite eggs, while no excretion was recorded in NP animals at all dates (Fig. 4). 
Overall, except on 03 May (14 d after infection) because of no excretion for both species, 
lambs had higher FEC values than kids (Species x Day, P<0.0001). Parasitized lambs started 
to excrete eggs from three weeks after infection and excretion increased quickly to reach a 
peak at five weeks after infection. Excretion was quite stable during the cafeteria trial with a 
significant decrease during the first week of this trial (P<0.01). Finally, we observed an 
increase of the FEC values until the end of the experiment (P=0.001). 
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For kids, the kinetics of excretion seem staggered compared to lambs. The start of excretion 
and the peak were reached one week later than for the lambs. The peak was observed one 
week after the starting of the cafeteria trial. It was followed by a decrease (P=0.002), but 
overall, the egg output was stable over the cafeteria trial (no different FEC on D80 and D108, 
P=0.59). Finally, we did not observe in kids the sharp increase in FEC observed in lambs on 
the last part of the experiment.  
 Concerning PCV, data were affected by host species, parasitic status and day (3-way 
interaction, P=0.018). At the day of infection, lambs showed higher PCV values than kids 
(P=0.01) and this pattern was maintained throughout the experiment (Fig. 5). From D66 (3 
weeks after infection), NP animals started to show higher PCV values than P animals, and this 
persisted until the end of the experiment (P<0.001). In NP animals, the blood PCV was stable 
all along the experiment, with a mean PCV value on the whole period of 37.4% in lambs and 
34.4% in kids. In contrast, the PCV values of P animals dropped after infection. The mean 
PCV value of the P lambs was 33.0% [± 1.6%] and the mean PCV value of the P kids was 
30.8% [± 2.2%]. 
 
3.2 Cafeteria trial 
 
 Sainfoin intake (g DM / kg metabolic weight) was higher in kids than in lambs 
(P=0.002), independently of their parasitic status (+ 30% on average) (Fig. 6A; Table 3). The 
evolution of SF intake through periods was different in P and NP animals (P=0.037) as it was 
stable in NP animals whereas it increased in P ones from the first period to the last one 
(+22%, P=0.002). This made the difference observed between P and NP animals in period 1 
(P<NP, P=0.05) disappear in later periods.  
Alfalfa intake was greater in P than in NP animals, independently of the host species 
with mean intakes of 57 g and 69 g DM /kg BW0.75 for the kids and lambs, respectively 
(P=0.02) (Fig. 6B; Table 3). The evolution of ALF intakes through periods was different for 
lambs and kids (P=0.008). The lambs consumed similar amounts between periods 1 and 2 and 
then tended to decrease ALF intake in period 3 (P=0.056). At the same time, kids increased 
their ALF intake between period 2 and 3 (+29%, P=0.009). Thus, the difference observed 
between species in periods 1 and 2 (greater intake in lambs, P=0.01) disappeared in period 3 
(P=0.99). 
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The preference for SF was higher in kids than in lambs in the first two periods (2-way 
interaction, P=0.006): kids had a 57.5% and 61.5% preference for SF in periods 1 and 2, 
respectively, whereas lambs had, at the same time, preferences of 44.5% and 42% (Fig. 6C; 
Table 3). This comes from the higher SF intake in kids combined with the higher ALF intake 
in lambs at these periods. However, in period 3, this difference was no more present (56% vs 
51% in kids and lambs, respectively; P=0.25) because of an increase in lambs’ preference 
between periods 2 and 3 (P=0.005), while kids maintained their preference.  
We did not observe a greater SF preference in P animals. On the contrary, this preference was 
greater in NP animals in periods 1 and 2 (P=0.02). This difference was no longer observed in 
period 3 (P=0.9) because P animals increased their preference between periods (P=0.03), in 
contrast to NP animals which maintained their SF preference throughout the 3 periods 
(P>0.05). 
Concerning the results of Student t-tests that compared SF preference to the value of no 
preference (0.5), it appeared that the SF preference of P kids and NP lambs was not different 
from 0.5. In NP kids, SF preference was greater than indifference in periods 2 and 3. In period 
1, there was only a tendency (P=0.063) due to the high variability among individuals 
according to the subgroup. In P lambs, SF preference was lower from indifference in periods 
1 and 2, then at indifference level in period 3.   
Finally, the total daily feed intake was only affected by period (P=0.04), with an increase 
between the last two periods (P=0.014) (Fig. 6D; Table 3). Thus, we did not observe any 
decrease in feed intake associated with the presence of parasites.  
 3.3 Operant-conditioning trial  
 
During this trial, the time that the animal spent on doing test (with no other behaviors 
not related to the feed) averaged 295s (over the 300s of test duration) for all groups, reward 
levels and sessions (P>0.2 for all variables). This observation indicates that animals had an 
activity directed towards feed for almost all the test duration, and validates the tests (Fig. 8A; 
Table 4).  
SF intake within tests was only affected by the reward (P=0.0001), with a greater 
intake when the reward was 25 g than 10 g (Fig. 7A; Table 4).  
Conversely, when the level of the reward increased, the ALF intake decreased 
(P=0.023) (Fig. 7B; Table 4). Three groups showed close patterns, but the NP kids ingested 
twice as much ALF as the other animals. ALF intake increased between sessions (P=0.008).  
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The same pattern was observed for total intake (Fig. 7D; Table 4) with the NP kids 
showing a greater intake than the other groups. There was no effect of the reward level 
(P>0.05), but there was an increase in total intake between sessions 1 and 2 (P=0.0043).  
  The SF preference was different than the one obtained in the cafeteria trial as we did 
not observe a greater preference for SF in kids than in lambs (Fig. 7C; Table 4). The specific 
behavior of NP kids (high ALF intake) made their preference for SF lower than the one of P 
kids (P=0.05) but this was not due to a greater SF intake. In lambs, a trend was observed for a 
higher SF preference for NP lambs (P=0.10). SF preference increased with the reward level 
whatever the group (P=0.0001). 
Intake rate of SF at the bowls was similar between species and parasitic status 
(P>0.05). The only significance was for the reward level with a greater intake rate with the 
largest reward (P=0.0002) (Fig. 8B; Table 4).  
Finally, the number of laps per test and the walking speed were not different between 
groups and sessions (Fig. 8C and 8D; Table 4). 
 
4. Discussion  
 
 In this experiment, we hypothesized that 1) the selection and motivation to get the tannin-
rich feed would be greater in goats, due to their capacity to eat plant secondary metabolites in 
the shrub layer; 2) the selection and motivation to get the tannin-rich feed would be greater in 
infected animals, especially for the goats because of their reduced resistance against parasites; 
3) the intake of the tannin-rich feed would increase over time in infected animals once they 
would have experienced the tannin consumption. 
 
The effectiveness of experimental infection 
In terms of infection, we made the choice of administering larvae relative to body 
weight to take into account the differences in body weight between lambs and kids. This may 
be consistent with assumed differences in larvae ingestion at pasture due to different intakes 
in animals of different body weights (lambs were 6 kg heavier than kids at the infective day, 
resulting in 1000 L3 more). The Haemonchus contortus infective larvae were given at the rate 
of 170L3/kg of body weight, in order to obtain an infection with clinical signs (diarrhea for 
example) but without causing significant negative impacts on animal health (anorexia for 
example). 
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This kind of infection (by kg of BW) was already used in other studies with infective doses of 
100L3/kg and 200L3/kg (Khan et al., 2011; 2012) and was done to provide moderate 
establishment and a low level of exposure to parasites, leading to a sub-clinical parasitism. 
The 100L3/kg did not provide sub-clinical signs (Khan et al., 2011), that is why the infective 
dose of 170L3/kg was used. 
 Infections worked well as all treatment animals were infected, with egg output of mean 
FEC values between 3000 and 5000 eggs per gram at the peak of infection. However, a 
difference in infection level was observed between lambs and kids, probably due to the lower 
number of larvae administered to kids.  
 PCV values confirmed the infected status and worms’ activity in P animals as we observed 
a clear drop in PCV values 3 to 4 weeks after infection. This drop was similar in both lambs 
and kids (5 points on average) despite the differences in FEC between species. PCV values 
were greater in lambs than in kids throughout the whole study. This was also observed by 
Mengistu et al. (2016 and 2017) and Burke et al. (2007).  
Despite the clinical signs of infection aforementioned, no effect of infection on animals’ 
growth nor on daily feed intakes were observed, contrary to what is often observed in the 
literature: infection with Haemonchus contortus often leads to clinical signs such as anemia, 
anorexia and production losses such as a delayed growth rate of kids and lambs (Urquhart et 
al., 1996; Charlier et al., 2014; Mavrot et al. 2015; Besier et al., 2016). Animals would have 
optimized nutrient intake of sainfoin and alfalfa, for their growth, more than selected tannins 
from SF for the AH properties. 
Due to the high FEC values obtained all along the experiment and due to the non-
modified daily feed intake or the non-effect on the growth rate, we can conclude that the 
infection was effective and moderate. 
 
Fight and flight strategies 
  These strategies would lie on that sheep are quite resistant to parasites but reluctant to 
consume feed rich in secondary compounds (the response in sheep would be based on the 
development of an immune response), while goats are not resistant but appreciate feeds and 
plants rich in secondary compounds (the response in goats would be based on feeding 
behaviour) (Hoste et al., 2010). The hypothesis that goats would be more efficient in self-
medication than sheep is based on these fight and flight strategies. 
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  In terms of resistance to parasites, the duration of the study (3 months between 
infection and end of the experiment), was probably too short to allow an effective 
development of immunity in lambs. Two types of immune response can explain the host 
resistance against gastro-intestinal nematodes: innate immunity and acquired immunity 
(Andronicos et al., 2010). The immune response relies on the ability of the host to regulate 
gastro-intestinal nematode populations by non-specific mechanisms, from the approximate 
age of 6-months old (Guedes et al., 2010). With repeated parasite exposures, small ruminants 
can develop protective immunity to subsequent H. contortus infections (Nisbet et al., 2016) 
and our experiment was probably too short to develop an acquired immunity. 
Consistently, FEC still increased by the end of the experiment (after the cafeteria 
trial). The results obtained on the FEC values, especially for the lambs, were in line with 
those obtained on the PCV data: decrease in the PCV values during the three weeks following 
the infection, then stabilization and increase at the end of the cafeteria study, then decrease at 
the end of the study.  
 
  When we compared lambs' and kids' behavior in the cafeteria trial, we observed a 
preference for SF globally higher in kids than in lambs, due to a greater SF intake and a lower 
ALF intake in kids, especially for the NP kids. This is consistent with the hypothesis that the 
selection of a tannin-rich food would be greater in goats, due to a less immune response and a 
greater propensity to eat plant secondary metabolites (Hoste et al., 2010). Concerning the 
ability to self-medicate and the hypothesis that selection and motivation to get the tannin-rich 
food would be greater in infected animals, we considered curative self-medication with the 
associated learning process allowing the animal to associate the ingestion of one given food to 
post-ingestive consequences (Hart, 2005; Villalba et Provenza, 2007). The hypothesis was 
that ruminants would be able to make the association for medicinal benefits in a feed as they 
can do for nutritional benefits (increase in intake) or detrimental toxic consequences (decrease 
in intake) (Wang and Provenza, 1996; Ginane et al., 2005; Villalba and Landau, 2012). 
In the cafeteria trial, we did not observe any greater preference for SF in P than in NP 
animals; it was even the reverse in periods 1 and 2. Nevertheless, we observed an evolution 
through periods which is consistent with our hypothesis that P animals increased their intake 
of SF while NP counterparts did not. In lambs, it was associated with a slight decrease in ALF 
intake which led to a slight increase in SF preference. This was not observed in P kids, which 
increased intakes in SF and ALF at the same time, leading to a stability of SF preference.  
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These increases in SF intakes were not negligible (+240 g DM and +260 g DM between 
periods 1 and 3 in kids and lambs, respectively). However, the importance of the result is 
lowered because it did not lead, after 24 days of cafeteria procedure, to a clear preference for 
SF (ratio not different from 0.5), nor to greater SF intakes in P than in NP animals, whatever 
the species.  
Furthermore, in the Operant-conditioning trial, results were not conclusive. In lambs, there 
was no difference in SF preference nor in SF intake between P and NP individuals. In kids, 
one result may seem interesting as SF preference was greater in P than in NP animals, but this 
was due to a greater intake of ALF in NP kids rather than in a greater SF intake in P ones; as 
for lambs, SF intakes were similar in NP and P kids. 
Also, if P animals have been more motivated to get SF than NP counterparts, when the SF 
reward decreased from 25 g to 10 g, we could have expected at least one the following 
responses: a greater SF intake rate at the bowls, an increased number of laps, or an increased 
walking speed to obtain the maximum of rewards within the 5 minutes. However, none of 
these behaviours have been recorded: we did not find any differences in term of numbers of 
laps nor of walking speed, and the sainfoin intake rate was lower with the 10 g reward. One 
hypothesis to explain the increase in sainfoin intake with the biggest reward could be an 
“opportunistic effect”, i.e. when the reward was offered in a great quantity, the animals ate 
more and faster. The smallest reward weighted 10 g and this quantity may have been too 
small and the animals could have given up the reward. However, in a recent study, the 10 g 
reward seemed to be in the zone where the shift was taking place between the two rewards but 
not below this threshold (Catanese et al., 2016). 
 
 In summary, we did not observe curative self-medication in this experiment. We did 
not either observe a greater self-medication ability in kids than in lambs. Indeed, it would be 
rather lambs that showed some signs in the sense of self-medication with an increase in both 
SF intake and SF preference in P lambs through the cafeteria trial, though this did not lead to 
greater SF intake nor preference in P lambs compared to NP ones. This is in contrast with 
other studies where a differential intake was observed (sheep (Villalba et al., 2010; Juhnke et 
al., 2012), goats (Amit et al., 2013)), suggesting that the parasitic burdens influenced the 
consumption of tannins and that the animals felt the benefits of the tannins against parasites 
(Butter et al, 2000; Lisonbee et al., 2009).  
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No clear evidence of curative self-medication – possible explanations 
SF efficacy against parasites 
 
In the literature, tannin concentration associated with effects on parasites but with no 
negative effects on animal health ranged from 4% to 10% (Min et al., 2003; Mc Sweeney et 
al., 2008). The SF used in the study contained 3.82% of tannins (HCl-Butanol method), so we 
are at the lower range to improve FEC or blood parameters relative to the infection.  
 
Recently, industry has focused on dehydration processes of sainfoin, in order to control the 
quality of the plant compounds before use and to facilitate the distribution of sainfoin in 
farms. Some recent studies performed with such dehydrated pellets reported promising 
results, affecting the dynamics of infection by Haemonchus contortus (Girard et al., 2013; 
Gaudin et al., 2016a). In our experiment, we have seen beneficial effects of SF pellets on the 
host and these results can confirm other studies proving the anthelmintic efficacy of sainfoin 
(Paolini et al., 2003, 2005; Heckendorn et al., 2006; Manolaraki et al., 2010). Though we did 
not consider an infected control group that would have not received SF to compare parasitic 
loads evolutions and to explore the hypothesis of intake and nutrient optimization, the pattern 
of FEC, notably in sheep, seems to be correlated with the experimental phases. One week 
after the start of the cafeteria trial (associated with quite high SF intakes), we observed a clear 
drop of FEC in P lambs, then a stabilization. Once the cafeteria trial was completed, we 
observed a new increase in FEC. The drop observed after 7 days of important intakes of SF is 
consistent with bibliography (Min et al., 2004, 2005; Martinez-Ortiz-de-Montellano et al., 
2010; Luginbuhl et al., 2013). 
In kids, this pattern is less clear though we observed as well a decrease in FEC during the 
cafeteria trial (between D87 and D94). In addition, the PCV results showed a little 
improvement in P animals within the cafeteria trial before a deterioration up to the end of the 
experiment, even if these patterns appeared again more correlated to the experimental phases 
in lambs than in kids. Consequently, even if we cannot strictly attribute these evolutions to the 
condensed tannins of SF, we can consider that the absence of self-medication is not due to a 
lack of efficacy of SF. 
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Perception by the host of the beneficial effects of SF 
 
Ruminants are able to perceive the post-ingestive effects of feed, these being either 
positive or negative, and to modify their diet selection accordingly (Provenza et al., 1995; 
Wang and Provenza, 1996; Ginane et al., 2009; Estell, 2010). For this process to occur, a 
necessary point is that the animal perceives the consequence of the food he has ingested. 
When we consider the medicinal consequences of foods, such as anthelminthic consequences, 
some points can be highlighted, as detailed by Hart in his review published in 2005. 
First, the nature of the beneficial effects on the host. Tannins can affect the biology of 
adult nematodes mainly in two ways: by decreasing females' fertility (Paolini et al., 2005; 
Manolaraki et al., 2010; Martínez-Ortíz-De-Montellano et al., 2010) and/or by decreasing 
worms' lifetime (Heckendorn et al., 2006, 2007). For the infected herbivores, this may make 
great difference. Indeed, the total worm burden should be crucial for the host’s perception of 
his parasitic load as, if the number of active worms would maintain, the associated 
detrimental effects would maintain as well.  
Second, the similarities between feeds. The two feeds used in this experiment were 
two pelleted legumes with contents in proteins that we voluntarily chose as closest as 
possible. This aimed to make the content in condensed tannins the main difference between 
experimental feeds, but this may have also impaired the ability of the animals to discriminate 
them. Previous experiments have shown that ruminants can have good discrimination 
abilities. Hence, sheep were shown to be able to discriminate alfalfa and sainfoin when 
offered as fresh plants (Ginane and Dumont, 2011). More recently, sheep were also able to 
discriminate two pelleted sainfoin differing by their content in condensed tannins (Costes-
Thiré et al., 2016). So, it is unlikely that the absence of self-medication came from a problem 
of discrimination between feeds. In return, our experimental feeds were both of good 
nutritional values, notably in terms of proteins. Infections with gastro-intestinal nematodes 
induce damage along the digestive tract, such as losses in proteins (Knox et al., 2006; Nnadi 
et al., 2009). Improving the nutritional status of the host by providing feed with high content 
in protein can also be a way to control the gastro intestinal parasitism (Torres-Acosta et 
Hoste, 2008). In that case, the alfalfa diet, choosen to compare two legumes with similar 
levels of proteins, could have improved as well the host resistance against the infection with 
H. contortus, reducing by this way the perception of the animal of a difference between feeds. 
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Third, the inertia of changes - or the delay between behavior (ingestion) and 
reinforcement (consequence) (Hart, 2005). It is well known that the closer the consequence is 
relative to the behavior, the more probable are the formation and learning of the association 
(Kronberg et al., 1993; Provenza et al., 1993; Schwartz and Robbins, 1995). In the case of 
parasitism, it has been shown that several days of quite important intakes of tannin-rich food 
are necessary to reach sufficient tannin concentrations in the infected digestive organs for an 
AH effect to occur (Burke et al., 2012; Hoste et al., 2016). This may greatly impair the 
learning process.   
Finally, the choice situation. It is known that the association between a consequence 
and the specific food is made more difficult when the animal ingests more than one feed at a 
time (Duncan and Young, 2002; Favreau et al., 2010). Consistently with this, the self-
medication experiments in ruminants that showed expression of self-medicative behaviors 
involved a “conditioning” period where the tannin-rich feed was proposed to animals alone 
for a given period of time (Villalba et al., 2010; Fernández et al., 2012; Juhnke et al., 2012). 
In previous studies, animals increased their consumption of feed rich in PSMs after having 
experienced the tannins intake, meaning that a “conditioning” period is often mandatory 
(Egea et al., 2014). We also observed in another experiment an increase in preference for a 
tannin-rich SF after animals (in that case both P and NP) had the opportunity to experience 
the post-ingestive consequences of ingesting the forage as the sole feed for 3 weeks (Costes-
Thiré et al., 2016). If we decided in the present work not to propose such a conditioning 
period, it was to test whether sheep and goats would be able to disentangle the consequences 
of each feed by themselves. Our results agree with previous studies in that a conditioning 
period seems important for the animals to perceive the consequences of the feeds. Lastly, a 
phenomenon that could be involved and would help animals in their choices, is the 
modification of sensorial preferences, e.g. taste, for the feed rich in secondary compounds, 
when an animal is infected. This has been shown in other animal species such as insects 
(Bernays et Singer, 2005), but not yet in ruminants to our knowledge.  
 
Conclusion 
 
This study did no show clear evidence of a curative self-medication ability in infected 
animals with pelleted sainfoin. Kids showed greater intakes and preferences for sainfoin than 
lambs, but only in the cafeteria trial and without sign of a greater ability to self-medicate. 
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Parasitized lambs and kids increased their intake of sainfoin through the cafeteria trial but 
only lambs increased preference and this never led to greater intakes or preference for 
sainfoin in parasitized than non-parasitized animals.  
We focused on curative self-medication and did not consider preventive self-medication. 
However, for an herbivore, ingesting large amounts of a given nutritious plant, even when it 
possesses anthelminthic properties, does not evidence preventive self-medication. 
Nevertheless, these large intakes of sainfoin and the associated effects on parasitic loads, 
suggest that with a moderate level of tannins, this forage represents an interesting option in 
the use of feeding strategies to control GIN infections in small ruminants.  
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Figure captions 
Fig. 1: Chronology of experimental phases and events. Stars indicate the time of blood and 
faeces sampling and analysis. 
 
Fig. 2: Schematic overhead view of the experimental arena for the operant-conditioning trial. 
“SF” represents the bowl filled with SF_EXP (experimental sainfoin) and “ALF” represents 
the bowl filled with ALF_EXP (experimental alfalfa). Dotted lines represent openwork fences 
while solid lines represent solid fences. 
 
Fig. 3: Evolution of body weight (kg) of parasitized (P) and non-parasitized (NP) lambs and 
kids, throughout the experiment (lsmeans ± S.E.M.). 
 
Fig. 4: Effect of species (lambs; kids) and parasitic status (P: parasitized; NP: non-parasitized) 
on fecal egg count (eggs / g faeces) throughout the experiment. Means are back transformed 
lsmeans (square root transformation). Errors are S.E.M. of rough data. The grey square 
represents the time of the cafeteria trial.  
 
Fig. 5:  Effect of species (lambs; kids) and parasitic status (P: parasitized; NP: non-
parasitized) on blood packed cell volume (%, lsmeans ± S.E.M.). The grey square represents 
the time of the cafeteria trial. 
 
Fig. 6: Cafeteria trial – Effect of species (lambs; kids) and parasitic status (P: parasitized; NP: 
non-parasitized) on (A) daily sainfoin (SF_EXP) intake, (B) alfalfa (ALF_EXP) intake, (C) 
sainfoin preference, and (D) total intake (lsmeans ± S.E.M.), according to the period (P1 to 
P3). Intakes are expressed per kg of metabolic weight. Sainfoin preference represents the ratio 
of SF intake over total intake. For figure (C), "ns" means no difference relative to the value of 
no preference (0.5), " * " means difference at P<0.05, and " ** " means difference at P<0.01 
(Student t-test). DM=dry matter; BW=body weight. 
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Fig. 7: Operant-conditioning trial – Effect of species (lambs; kids) and parasitic status (P: 
parasitized; NP: non-parasitized) on (A) short-term sainfoin (SF_EXP) intake, (B) alfalfa 
(ALF_EXP) intake, (C) sainfoin preference, and (D) total intake, according to the SF reward 
(10 vs. 25 g). Intakes are expressed per kg of metabolic weight. Sainfoin preference 
represents the ratio of SF intake over total intake. For (A), (B) and (D), values are lsmeans ± 
S.E.M. For (C), values are back transformed lsmeans (arcsinus transformation) and errors are 
S.E.M. of rough data. DM=dry matter; BW=body weight. 
 
Fig. 8: Operant-conditioning trial – Effect of species (lambs; kids) and parasitic status (P: 
parasitized; NP: non-parasitized) on (A) time directed toward food within tests, (B) short-term 
sainfoin intake rate (at the bowl), (C) walking speed, and (D) number of laps in 5 min 
(lsmeans ± S.E.M.), according to the SF reward (10 vs. 25 g). DM=dry matter. 
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Tables 
Table 1: Chemical composition of the experimental feeds 
 
 Sainfoin SF_EXP Alfalfa ALF_EXP SF_HAB ALF_HAB 
Dry Matter (g/kg fresh matter) 906 936 - - 
Crude Protein (g/kg DM) 158.8 156.9 167.0 153.0 
NDF (g/kg DM) 360.6 460.2 441.0 340.0 
ADF (g/kg DM) 248.8 292.4 - - 
Gross Energy (kcal/kg DM) 4478 4292 - - 
Total tannin (% DM) 3.82 0.0 2.39 0.0 
NDF = Neutral Detergent Fiber; ADF= Acid Detergent Fiber; DM= dry matter 
 
 
Table 2: Training sessions done by species 
 
 Before the cafeteria study 
 After the cafeteria 
study 
 
By groups 
of 5 or 10 
By groups 
of 3 
By pairs Individual 
 
Individual 
Kids 1 1 1 14  4 
Lambs 1 2 6 11  4 
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Table 3: Cafeteria trial – Significance of the effects of species (Spe: lamb vs. kid), parasitic 
status (Sta: parasitized vs. non-parasitized), period (Per: P1, P2, P3) and their interactions. 
 
 Species Status Period Spe*Sta Spe*Per Sta*Per Spe*Sta*Per 
SF intake 0.0002 0.22 0.0253 0.36 0.18 0.0371 0.23 
ALF intake 0.0063 0.0201 0.64 0.96 0.0076 0.31 0.41 
SF preference 0.25 0.11 0.0414 0.26 0.16 0.72 0.32 
Total intake 0.0007 0.0711 0.54 0.76 0.0060 0.0485 0.44 
Intakes (g DM/kg BW0.75), SF preference (proportion of total intake in DM). SF=sainfoin; 
ALF=alfalfa; DM=dry matter; BW=body weight. 
 
Table 4: Operant-conditioning trial – Significance of the effects of species (Sp: lamb vs. kid), 
parasitic status (St: parasitized vs. non-parasitized), SF reward (Re: 10 vs. 25 g) and their 
interactions, session (1 and 2) and the covariate (Cov from session 3). 
 
 Species Status Reward Sp*St Sp*Re St*Re Sp*St*Re Session Cov 
SF intake 0.76 0.75 0.0001 0.15 0.69 0.73 0.85 0.99 0.0001 
ALF intake 0.0002 0.0003 0.0226 0.0001 0.43 0.97 0.55 0.0082 0.0001 
SF preference 0.12 0.82 0.0001 0.0120 0.84 0.93 0.89 0.26 0.0001 
Total intake 0.0001 0.0001 0.26 0.0001 0.28 0.87 0.45 0.0043 0.0002 
Time on test 0.29 0.99 0.46 0.37 0.27 0.86 0.68 0.99 0.15 
SF intake rate 0.49 0.19 0.0002 0.45 0.70 0.93 0.14 0.82 0.0001 
Walk. speed 0.69 0.29 0.75 0.14 0.51 0.50 0.43 0.79 0.0032 
Nb laps 0.22 0.85 0.36 0.25 0.24 0.77 0.48 0.14 0.0001 
Intakes (g DM/kg BW0.75), SF preference (proportion of total intake in DM), SF intake rate (at the 
bowl, g DM/min). SF=sainfoin; ALF=alfalfa; DM=dry matter; BW=body weight. 
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Discussion Générale 
 
1. Synthèse des principaux résultats en lien avec les objectifs 
de la thèse 
 
DaŶs uŶ ĐoŶteǆte de ƌeĐheƌĐhe ĐƌoissaŶte d͛alteƌŶatiǀes pouƌ ĐoŵplĠteƌ l͛eŵploi des 
anthelminthiques (AHs) de synthèse et pour freiner le développement des résistances à ces 
molécules au sein des populations de nématodes gastro-iŶtestiŶauǆ ;NGIsͿ, l͛atteŶte poƌtaŶt 
sur des substances naturelles et notamment des ressources employées comme 
nutricaments, combinant vertus nutritionnelles et propriétés médicinales, est de plus en plus 
importante. Dans ce contexte, être capable 1) de qualifier rapidement les ressources 
exploitées, 2) de définir les meilleures conditions d͛utilisatioŶ et 3) de consommation de ces 
ressources par les animaux, soŶt tƌois tǇpes d͛iŶfoƌŵatioŶs nécessaires pour utiliser les 
nutricaments de la façon la plus adéquate possible. 
 
Un nutricament est un aliment de la ration des animaux, ayant une valeur 
nutritionnelle et un intérêt sanitaire (Andlauer et Fürst, 2002; Hoste et al., 2006). Cette 
notion de nutricament à base de plantes peut être comparée aux remèdes de phytothérapie 
ou d͛aƌoŵathĠƌapie ;huiles esseŶtiellesͿ ĐoŶsistaŶt eŶ des pƌĠpaƌatioŶs de plaŶtes ou 
d͛eǆtƌaits de plaŶtes adŵiŶistƌĠes à faible dose et de manière ponctuelle (de 1 à 3 jours) et 
forcée, dans un but premier thérapeutique. Le concept de nutricament correspond pour sa 
part à une ressource nutritionnelle, proposée aux animaux sur une période prolongée (au 
moins 7 jours) et dont le but sanitaire premier est plutôt préventif. Le terme de nutricament 
est légalement défini par le règlement (CE) n°767/2009 ;JouƌŶal offiĐiel de l͛UŶioŶ 
Européenne) et ƌĠpoŶd à l͛appellatioŶ d͛aliŵeŶts ĐoŵplĠŵeŶtaiƌes pouƌ aŶiŵauǆ. Selon 
l͛aƌtiĐle ϭϬ de la Directive (CE) n°39:2008, les animaux auxquels ils peuvent être donnés, 
ainsi que leur intérêt sanitaire, doivent être précisés. 
Le modèle de nutricament choisi dans cette thèse a été celui des plantes contenant 
des polyphénols dotées de propriétés AHs et notamment le sainfoin, une légumineuse riche 
en TCs. En effet, en Europe, le sainfoin est un ŵodğle d͛Ġtude pƌiǀilĠgiĠ paƌŵi les 
légumineuses contenant des tanins condensés, comme en témoignent les deux projets 
Healthy Hay et Legume Plus [http://legumeplus.eu/]. 
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La première foƌŵe d͛eǆploitatioŶ de ressources contenant des tanins comme 
nutricament a été le pâtuƌage ou l͛eǆploitatioŶ de paƌĐouƌs ǀĠgĠtatifs ;Niezen et al., 1995; 
1998; Min et al., 2005; Valderrábano et al., 2010; Silué et al., 2016). Cependant, cette 
modalité impose de trouver la plante la mieux adaptée aux conditions pédoclimatiques 
d͛uŶe ƌĠgioŶ doŶŶĠe. Paƌ eǆeŵple, eŶ se liŵitaŶt auǆ seules lĠguŵiŶeuses ĐoŶteŶaŶt des 
tanins, nous retrouvons sericea lespedeza (Lespedeza cuneata) aux USA (Terrill et al., 2009), 
le sulla (Hedysarum coronarium) autour de la Méditerranée (Aissa et al., 2016) et le sainfoin 
(Onobrychis viciifolia) ou le lotier corniculé (Lotus corniculatus), en fonction de la nature des 
sols, en Europe. 
Le sainfoin a été le modèle de nutricament exploré dans cette thèse. Par rapport au 
pâturage direct, les formes conservées comme le foin ou l͛eŶsilage, donnent aux éleveurs 
une plus grande facilité de stockage et de flexibilité d͛utilisatioŶ des fouƌƌages ďio-actifs, 
aǀeĐ peu d͛iŵpaĐt suƌ la ƋualitĠ des TCs liés aux processus de préparation (Paolini et al., 
2003; Heckendorn et al., 2006; Lüscher et al., 2014; Wang et al., 2015). Cependant, ces deux 
formes  de préservation  demeurent des modes d͛utilisatioŶ tƌğs loĐales et peu exportables. 
En comparaison, la production de granulés déshydratés offre la possibilité de cultiver le 
sainfoin en conditions optimales, notamment sur des surfaces aux sols basiques (calcaires) 
avec, en conséquences, des rendements de production améliorés, (Azuhnwi, 2012; 
Demdoum, 2012; Malisch, 2016). Les granulés permettent également de transporter et de  
stocker le sainfoin faĐileŵeŶt, de l͛iŶĐluƌe daŶs les aliŵeŶts, de le ĐaƌaĐtĠƌiseƌ aisĠŵeŶt 
avant distribution, rendant ainsi son utilisation plus aisée en élevage, malgré une possible 
dégradation des composés bioactifs de la plante après deshydratation (Lorenz et Udén, 
2011). En revanche, ces choix en terme d͛eǆploitatioŶ des ŶutƌiĐaŵeŶts sous forme de 
granulés deshydratés  se foŶt au dĠtƌiŵeŶt de l͛autoŶoŵie des Ġleǀages.    
 
L͛oƌigiŶalitĠ de Ŷotƌe tƌaǀail a Ġté de se focaliser sur des granulés déshydratés de 
sainfoin. Récemment, en France, une structure appelée Multifolia, gérée par la coopérative 
Sainfolia et conseillée par la firme service MG2MIX, a été créée afiŶ d͛oƌgaŶiseƌ la filière de 
production de sainfoin, depuis la sélection et production en masse de seŵeŶĐes jusƋu͛à la 
déshydratation sous forme de granulés du sainfoin récolté chaque année, sur divers sites en 
France, notamment dans le Grand Est. 
 
Elodie Gaudin | 2017 
 
 206 
Le travail de cette thèse CIFRE (thèse partenariale privée-publique, à visée industrielle) 
aǀait pouƌ oďjeĐtif gĠŶĠƌal d͛Ġtudieƌ et de définir les conditions d͛appliĐatioŶ des gƌaŶulĠs 
déshydratés de sainfoin comme modèle de nutricament dans la lutte contre les NGIs des 
petits ruminants. 
 
 
Les objectifs spécifiques ont été de 1/ de dĠǀeloppeƌ et d͛utiliseƌ des ŵĠthodes siŵples 
de dosage des tanins (et tanins condensés (TCs)) contenus dans des granulés de sainfoin, 
notamment eŶ ĠǀaluaŶt l͛iŶtĠƌġt de la méthodologie de spectroscopie en infra-rouge proche 
(SPIR) qui devient un outil industriel répandu, et 2/ de déterminer le ŵode d͛utilisatioŶ du 
sainfoin en élevage (la durée de distribution, la concentration dans la ration et l͛utilisatioŶ 
concomitante ou non avec un AH de synthèse, la sélection possible par les animaux).  
 
 Quatre expérimentations ont été réalisées pour explorer ces divers objectifs. 
 
Le pƌeŵieƌ ǀolet d͛eǆpeƌiŵeŶtatioŶs a ĐoŵpaƌĠ diǀeƌses ŵĠthodes d͛aŶalǇse siŵples  
eŶ se foŶdaŶt suƌ l͛aŶalǇse de plus de 300 échantillons de sainfoin, variables selon des  
paramètres de culture (variété, site de production) et de procédés de déshydratation. Les 
quatre méthodes d͛aŶalǇse oŶt ĠtĠ : 1)  une méthode biochimique de référence de dosage 
des phénols et tanins totaux (Folin-Ciocalteu) ; 2) une méthode évaluant le degré de 
complexation des tanins avec les protéines (diffusion radiale) ; 3) une méthode in vitro 
évaluant l͛aĐtiǀitĠ aŶthelŵiŶthiƋue d͛uŶ ĠĐhaŶtilloŶ ;"Larval Exsheathment Inhibition Assay", 
LEIA), et enfin 4) la spectroscopie en milieu infra-rouge proche (SPIR) pour en explorer 
l͛iŶtĠƌġt et la peƌtiŶeŶĐe paƌ ƌappoƌt auǆ ŵĠthodes pƌĠĐĠdeŶtes plus Đoŵpleǆes à ŵettƌe eŶ 
œuǀƌe . 
Les corrélations entre les diverses mesures montrent des valeurs positives et 
significatives eŶtƌe la ƋuaŶtitĠ de TCs et l͛aĐtivité AH, et soulignent l͛iŶtĠƌġt de la ŵĠthode 
SPIR pour caractériser les différentes sources de sainfoin (granulés déshydratés et fourrages) 
(Figure 22). 
Elodie Gaudin | 2017 
 
 207 
 
Figure 22: “ǇŶthğse des ƌĠsultats oďteŶus suƌ l͛appliĐatioŶ de ŵĠthodes d͛aŶalǇse siŵples des taŶiŶs 
et des activités antiparasitaire et de complexation avec les protéines de granulés de sainfoin 
 
La deuxième expérimentation visait à déterminer les conditions optimales 
d͛utilisatioŶ du saiŶfoiŶ eŶ Ġleǀage. Cette Ġtude visait en particulier à établir le rôle respectif 
des facteurs « durée de distribution » et « concentration de tanins dans la ration » chez des 
petits ruminants infestés par H. contortus et T. colubriformis. Deux stades de NGIs 
correspondant à deux étapes clefs du cycle biologique ont été au coeur de ces études : 1)  
les larves infestantes de stade L3, leur établissement et leur dévelopement Đhez l͛hôte ; et 2)  
les vers adultes, l͛eǆĐƌĠtioŶ des œufs par les vers femelles et la contamination résultante du 
pâturage. 
La troisième expérimentation a étudié l͛utilisatioŶ ĐoŶjoiŶte d͛uŶ AH de sǇŶthğse 
;iǀeƌŵeĐtiŶe paƌ ǀoie oƌaleͿ et d͛uŶ ƌĠgiŵe à ďase de saiŶfoiŶ, Đhez de jeuŶes oǀiŶs, iŶfestĠs 
aǀeĐ uŶe souĐhe d͛H. contortus multi-résistante aux AHs pouƌ eǆploƌeƌ d͛ĠǀeŶtuelles 
interactions et fournir des recommendations en élevage. 
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Les résultats de ces deux études (Figure 23Ϳ suggğƌeŶt, eŶ teƌŵe d͛utilisatioŶ des 
granulés déshydratés, 1/ Ƌu͛uŶ seuil ŵiŶiŵuŵ de TCs daŶs la ƌatioŶ est à atteiŶdƌe et uŶe 
période minimale de 15 jours de distribution est nécessaire pour altérer la biologie des 
nématodes (notamment la fertilité des vers femelles de T. colubriformis et l͛ĠtaďlisseŵeŶt 
des larves L3 d͛H.contortus) ; 2/ que la consommation de sainfoin s͛aǀĠƌe efficace sur des 
souches de nématodes multi-résistantes aux AHs de synthèse et 3/ que sur la base des 
résultats acquis suggérant des interactions négatives, il est préférable de dissocier la 
ĐoŶsoŵŵatioŶ de saiŶfoiŶ et l͛appliĐatioŶ d͛uŶ AH de sǇŶthğse ;iǀeƌŵeĐtiŶe paƌ ǀoie oƌale). 
 
 
Figure 23: “ǇŶthğse des ƌĠsultats oďteŶus suƌ le ŵode d͛utilisatioŶ des gƌaŶulĠs de saiŶfoiŶ eŶ Ġleǀage 
 
Enfin, la quatrième et dernière expérimentation visait à vérifier et comparer l͛aptitude à 
l͛autoŵĠdiĐatioŶ  Đhez  les ovins et caprins, c'est-à-dire à sélectionner le sainfoin et les 
tanins contenus, lorsqu'ils sont parasités.  
Les résultats de cet essai dans une situation de libre choix pendant la journée entre du 
sainfoin et de la luzerne, ont montré 1/ que les caprins ont une préférence pour le sainfoin 
plus marquée que les ovins, et 2/ une augmentation de consommation de sainfoin au cours 
du temps chez les animaux parasités, sans toutefois devenir supérieure à celle des animaux 
sains. En revanche, ni les animaux parasitĠs, Ŷi les ĐapƌiŶs Ŷ͛oŶt ŵoŶtƌĠ de ŵotiǀatioŶ plus 
importante pour accéder au sainfoin dans un test de conditionnement opérant (Figure 24). 
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Figure 24: “ǇŶthğse des ƌĠsultats oďteŶus suƌ la ĐoŵpaƌaisoŶ du ĐoŵpoƌteŵeŶt aliŵeŶtaiƌe d͛oǀiŶs 
et ĐapƌiŶs et leuƌ ĐapaĐitĠ d͛autoŵĠdiĐatioŶ ;P = paƌasitées / NP = non-parasitées). 
 
Figure a) = Test de libre choix (granulés de sainfoin et luzerne proposés à volonté). 
Figure b) = Test de conditionnement opérant (granulés de sainfoin proposés en quantité limitée et granulés de luzerne 
proposés à volonté). 
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2. Interprétation critique des résultats 
2.1 Chapitre 1 : Méthodes simples d’aŶalǇse du saiŶfoiŶ  
 
 
Pour cette étude, plus de 300 échantillons de sainfoin ont été utilisés, présentant des 
différences dans : 1/ la forme (échantillons de foin et granulés) ; 2/ la variété (Perly et 
Perlix) ; 3/ les conditions environnementales correspondant à quatre années de récolte 
(2012, 2013, 2014 et 2015) ; 4/ la coupe (1, 2 et 3) ; 5/ la qualité (Standard et AOP) et 6/ la 
provenance. Tous ces facteurs ont été identifiés comme responsables de variations en 
termes de quantité de tanins et d͛aĐtiǀitĠ aŶtipaƌasitaiƌe assoĐiĠes (Manolaraki, 2011). 
 
La déshydratation est un process technologique réalisé à haute température et haute 
pression. Comme tous les process incluant de la chaleur (Wolfe et al., 2008), elle peut altérer 
les composants de la plante, et notamment une diminution de la quantité de tanins (Terrill 
et al., 1992), une altération des capacités de complexation avec les protéines (Terrill et al., 
2007) ou une conversion des tanins de la forme libre vers la forme liée aux protéines 
(Minnée et al., 2002; Lorenz et Udén, 2011).  
Dans nos études, la déshydratation a eu un impact négatif et significatif sur la quantité de 
TCs (moyenne de 3.07 % de TCs (% de la matière sèche) pour les fourrages vs. 2.73 % de TCs 
(% MS) pour les granulés, soit -11 %). En revanche, malgré la perte de TCs, les résultats AHs 
observés avec des granulés déshydratés confirment certains effets observés avec du foin de 
sainfoin sur la réduction de la fertilité des vers femelles (Article 2 – Partie 2) (Paolini et al., 
2005) ou sur la réduction du nombre de vers (Article 2 – Partie 1) (Heckendorn et al., 2006; 
2007). Le processus de déshydratation seŵďle doŶĐ loiŶ d͛affeĐteƌ gƌaǀeŵeŶt les propriétés 
AHs du sainfoin. De tels résultats obtenus à la suite des processus de déshydratation sous 
forme de granulĠs oŶt ĠtĠ oďseƌǀĠs aǀeĐ d͛autƌes légumineuses riches en TCs comme 
sericea lespedeza (Terrill et al., 2007; Gujja et al., 2013; Kommuru et al., 2015) et aussi avec 
du sainfoin (Girard et al., 2013). 
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Le choix des diverses méthodes de mesures biochimiques des tanins et de leur 
aĐtiǀitĠ ďiologiƋue Đhoisies daŶs la suite de l͛Ġtude ƌepose suƌ les deuǆ hǇpothğses 
suivantes : 
1) Les tanins sont les principaux composés bioactifs responsables des effets AHs 
du sainfoin. Ce rôle a notamment ĠtĠ dĠteƌŵiŶĠ à l͛aide d͛iŶhiďiteuƌs de 
tanins comme le PEG ou le PVPP (Brunet et al., 2008, Hoste et al., 2012). Le 
dosage des tanins via la méthode de Folin-Ciocalteu a donc été corrélé avec 
la méthode de dégainement larvaire afin de vérifier cette hypothèse. 
2) L͛aĐtiǀitĠ AH des TCs est expliquée par leur capacité générale de se fixer aux 
protéines. Il est supposé que cette propriété concerne aussi les principales 
protéines présentes dans la gaine des larves L3, et dans la cuticule des vers 
adultes ou dans leur tube digestif (Brunet et al., 2011; Martínez-Ortíz-de-
Montellano et al., 2013), expliquant en partie leurs effets AHs (Hoste et al., 
ϮϬϬϲͿ. L͛aĐtiǀitĠ AH seƌait  liĠe à la ĐoŵpleǆatioŶ des TCs suƌ les pƌotĠiŶes 
des NGIs ;Hoste et al., ϮϬϭϮͿ. C͛est pouƌƋuoi la ŵĠthode de diffusion 
radiale a été utilisée dans nos études. 
 
Tous les échantillons ont donc été évalués et comparés par référence en terme 
biochimique à la méthode de Folin-Ciocalteu (Folin et Denis, 1915). Cette méthode est 
utilisée dans le dosage des tanins totaux (Makkar, 2000; Mueller-Harvey, 2006; Rover et 
Brown, 2013). En revanche, elle Ŷ͛est pas spĠĐifiƋue des taŶiŶs condensés : le réactif de Folin 
Ciocalteu mesure tous les composés phénoliques. Pour être plus spécifique des tanins et des 
flavonoïdes, le dosage se fait en deux temps (dosage des phénols totaux puis utilisation du 
PVPP pour doser les composés non-tanniques) (Schofield et al., 2001). Dans le sainfoin, tous 
les tanins présents sont supposés être des tanins condensés. Donc, le dosage des tanins 
totaux revient en fait à déterminer la teneur en TCs. Cette méthode est donc moins 
spĠĐifiƋue Ƌue d͛autƌes ĠǀoƋuĠes daŶs l͛iŶtƌoduĐtioŶ ŵais elle répond à la problématique de 
cette thèse à savoir exploiter des méthodes de dosage simples et peu coûteuses en 
laboratoire (Mueller-Harvey, 2006).  
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La méthode de diffusion radiale (Hagerman, 1987) est utilisée pour évaluer le niveau de 
complexation des tanins présents dans un échantillon avec les protéines (Theodoridou et al., 
2011b). Le modèle de protéines utilisées dans notre essai était des BSA (Bovine Serum 
AlbuminͿ, d͛oƌigiŶe aŶiŵale. D͛autƌes études évaluent le degré de complexation des TCs 
avec des protéines végétales comme le Rubesco (Lorenz et al., 2012). Néanmoins, la BSA a 
été choisie car elle est la source de protéines la plus standardisée dans la diffusion radiale et 
faĐilite les ĐoŵpaƌaisoŶs aǀeĐ d͛autƌes Ġtudes. La B“A est aussi la pƌotĠiŶe de ƌĠfĠƌeŶĐe pouƌ 
cette méthode dans notre propre laboratoire. Enfin, il a été remarqué que la complexation 
entre les protéines et les TCs diminuait rapidement avec des degrés de polymérisation de 
l͛ĠĐhaŶtilloŶ supérieurs à 8 (Ropiak et al., 2017). La gamme moyenne de degré de 
polymérisation du sainfoin se trouve entre 5 et 8 (Koupai-Abyazani et al., 1993). Ainsi, le 
risƋue d͛aǀoiƌ sous-estimé des complexes TCs-protéines lors des tests de diffusion radiale 
avec des extraits de sainfoin reste limité.  
 
  
Le test d͛iŶhiďitioŶ du dĠgaiŶeŵeŶt laƌǀaiƌe ;LEIAͿ a ĠtĠ utilisĠ comme référence pour 
ŵesuƌeƌ l͛aĐtiǀitĠ AH in vitro. Ce test est fƌĠƋueŵŵeŶt utilisĠ pouƌ Ġtudieƌ l͛aĐtiǀitĠ AH de 
plantes contenant des polyphénols. Ce test LEIA a été choisi pouƌ ǀĠƌifieƌ l͛aĐtiǀitĠ AH Đaƌ 1/ 
il est un des tests les plus simples, ƌapide à ƌĠaliseƌ, ƌepƌoduĐtiďle, et Ŷe ŶĠĐessitaŶt Ƌu͛uŶ 
miŶiŵuŵ d͛ĠƋuipeŵeŶt ; 2/ il permet le calcul de concentration efficace 50% et permet 
donc de comparer des échantillons entre eux (Jackson et Hoste, 2010; Quijada et al., 2015). 
 
 
Les valeurs issues de la calibration SPIR ont été comparées aux références de valeurs 
biochimiques obtenues par la méthode de Folin-Ciocalteu, déjà été utilisée comme méthode 
biochimique de référence dans le développement de calibrations estimant la quantité de TCs 
d͛ĠĐoƌĐes de piŶ ;Pinus caribaea) (Derkyi et al., 2011) ou de sorgho (Sorghum) (Dykes et al., 
2014). 
Pouƌ ǀalideƌ les ĐaliďƌatioŶs “PI‘, il est iŵpoƌtaŶt de disposeƌ d͛uŶ Ŷoŵďƌe ĐoŶsĠƋueŶt de 
ŵesuƌes : seloŶ les ŵatĠƌiauǆ, uŶe ĐeŶtaiŶe d͛ĠĐhaŶtilloŶs soŶt ƌeƋuis pouƌ oďteŶiƌ des 
calibrations robustes (CIRAD, 2007; Derkyi et al., 2011 ; Dykes et al., 2014). La fiabilité de la 
ĐaliďƌatioŶ s͛aŵĠlioƌeƌa à ĐhaƋue ajout d͛ĠĐhaŶtilloŶs. Pouƌ ĐoŶfoƌteƌ la ĐaliďƌatioŶ, il est 
préférable aussi que les échantillons présentent une forte variabilité. 
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Dans notre étude plus de 300 échantillons diversifiés ont été utilisés. Les équations SPIR 
pouƌƌoŶt paƌ la suite ġtƌe aŵĠlioƌĠes paƌ l͛ajout d͛autƌes ĠĐhaŶtilloŶs de saiŶfoiŶ ;si possiďle 
aǀeĐ des teŶeuƌs plus faiďles et plus ĠleǀĠes eŶ TCs, afiŶ d͛Ġlaƌgiƌ la gaŵŵe d͛ĠĐhaŶtilloŶsͿ 
ou d͛autƌes ƌessouƌĐes ĐoŶteŶaŶt des TCs ;paƌ eǆeŵple, d͛autƌes lĠguŵiŶeuses ou des Đo-
produits industriels contenant des tanins), afin de potentiellement prédire les teneurs en 
taŶiŶ d͛uŶe plus gƌaŶde ǀaƌiaďilitĠ de ƌessouƌĐes. 
 
La variété a eu un impact sur la teneur en TCs des échantillons : la variété Perlix de Suisse 
contient plus de TCs que la variété Perly (P<0.05). Cependant, il y a un effet de confusion 
entre la variété et la localisation de culture. Le choiǆ d͛utiliseƌ la ǀaƌiĠtĠ PeƌlǇ pouƌ les 
granulés de sainfoin s͛est fait Đaƌ Đ͛est uŶe variété de sainfoin double, sélectionnée en 
France (Sainfolia cultive uniquement cette variété) et qui a déjà montré des résultats 
intéressants sur la réduction du parasitisme (Girard et al.,2013; Werne et al., 2013; 
Campidonico et al., 2016). 
L͛aŶŶĠe de ƌĠĐolte et les ĐoŶditioŶs ŵĠtĠoƌologiƋues ǀaƌiaďles eŶ dĠĐoulaŶt oŶt eu 
un effet significatif sur la teneur en TCs (P<0.05). Chaque récolte se fait sur des saisons 
variables (Bumb et al., 2016; Medjekal, 2016). Les années ensoleillées avec de faibles 
précipitations semblent liées à davantage de TCs dans la plante. 
Le nombre de coupes, qui correspond à un phénomène de stress répété pour la 
plante, a été significativement et positivement corrélé (P<0.05) à une augmentation de la 
teneur en tanins, confirmant de précédents résultats (Mueller-Harvey et McAllan, 1992; 
Azuhnwi et al., 2011), et permettant une première orientation dans la sélection des lots à 
propriétés antiparasitaires.  
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2.2 Chapitres 2 et 3 : Essais in vivo 
2.2.ϭ CoŶditioŶs optiŵales d’utilisatioŶ des graŶulĠs de saiŶfoiŶ 
 
 
 Le schéma expérimental  
 
 
Pouƌ des ƌaisoŶs pƌiŶĐipaleŵeŶt ĠĐoŶoŵiƋues, Ŷous aǀoŶs Đhoisi d͛Ġtudieƌ seuleŵeŶt les 
effets de la ĐoŶsoŵŵatioŶ de ƌessouƌĐes ĐoŶteŶaŶt des TCs suƌ l͛iŶfestatioŶ paƌ des NGIs, 
sans groupes témoins non-infestés qui auraient permis de mesurer les conséquences 
zootechniques de la consommation de ressources contenant des TCs (Amit et al., 2013). Ce 
type de paramètres zootechniques sera plutôt suivi au cours d͛essais actuels ou futurs 
réalisés en élevages. 
 
 Animaux et souches de nématodes  
 
Idéalement, il aurait été souhaitable que les essais explorant les interactions entre les 
deux facteurs « temps de distribution » et « concentration en tanins » suƌ l͛ĠtaďlisseŵeŶt 
des L3s infestantes et sur les vers adultes se déroulent dans les conditions expérimentales 
les plus proches possibles. Les mêmes espèces (et souches) de nématodes ont été 
employées dans les 2 essais. La dĠĐisioŶ d͛iŶfestatioŶ ĐoŶjoiŶte paƌ uŶe espğĐe aďoŵasale et 
une espèce intestinale a été uŶ Đhoiǆ justifiĠ, afiŶ de ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe d͛ĠǀeŶtuelles 
différences de réponse aux TCs entre espèces de NGIs à localisation différentes comme 
mentionnées dans plusieurs études in vivo précédentes (Athanasiadou et al., 2001; Paolini et 
al., 2003; 2005; revue Hoste et al., 2015).  Par contre, plusieurs différences sont notables 
entre les 2 expériences : 1/ l͛espğĐe hôte ;oǀiŶs ou ĐapƌiŶsͿ et l͛aŶiŵal lui-même dû à la 
variabilité individuelle de réponse des animaux en terme d͛iŶfestatioŶ paƌasitaiƌe ; 2/ l͛âge 
de l͛aŶiŵal ;agŶeauǆ de ϯ ŵois ou Đhğǀƌes de ƌĠfoƌŵeͿ ; et 3/ les ressources alimentaires, 
notamment en termes de complément au sainfoin (lots de granulés de sainfoin avec 
différentes teŶeuƌs eŶ taŶiŶs ; ajout d͛eŶdoĐarpes de noisette dans le premier essai, 
d͛eŶdoĐaƌpes de châtaigne dans le second). 
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Cette thğse aǀait pouƌ oďjeĐtif d͛utiliseƌ des gƌaŶulĠs de saiŶfoiŶ dispoŶiďles suites auǆ 
différentes récoltes réalisées au cours des trois ans. Ainsi, la teneur en tanins a été variable 
eŶtƌe les lots et Đ͛est pouƌƋuoi Ŷous aǀoŶs paƌfois ajoutĠ artificiellement des co-produits afin 
d͛augŵeŶteƌ la ƋuaŶtitĠ de taŶiŶs. Le Đhoiǆ de Đes Đo-pƌoduits s͛est pƌeŵiğƌeŵeŶt poƌtĠ suƌ 
la noisette en raison de résultats favorables antérieurs in vitro et in vivo avec ce co-produit 
(Desrues et al., 2012 ) et nous en connaissions la composition en tanins condensés. Dans un 
deuxième temps, nous avons utilisé des co produits de la châtaigne pour des raisons 
pratiques (iŵpossiďilitĠ d͛appƌoǀisionnement en endocarpes de noisettes pour la suite des 
essais). 
 
 Les ressources contenant des tanins  
 
Afin d͛augŵeŶteƌ aƌtifiĐielleŵeŶt la ƋuaŶtitĠ de TCs pƌĠseŶts dans les granulés 
déshydratés et pour explorer de futures voies de formulations, des co-produits de 
l͛aliŵeŶtatioŶ huŵaiŶe ƌiĐhes eŶ TCs ;endocarpes de noisette ou de châtaigne) ont été 
ajoutés aux granulés. La raison du choix différencié de ces ressources a été exposé 
précédemment. Ces ressources agro-industrielles diffèrent du sainfoin en termes de 
concentration en tanins et de qualité des TCs.  
 
Les granulés de sainfoin exploités dans les lots contenaient 1.9 % ou 2.1 % de TCs (méthode 
Folin Ciocalteu). Qualitativement, ils sont caractérisés par 70 % de prodelphinidines (PDs) et 
30 % de procyanidines (PCs). Les PDs possèdent un groupement OH supplémentaire 
comparé aux PCs, ce qui leur donne une forte affinité pour les protéines (Aerts et al., 1999; 
Schofield et al., 2001). Les PDs ont ainsi montré des effets AHs plus importants que les PCs 
(Brunet et Hoste, 2006; Quijada et al., 2015). 
 
Les endocarpes de noisette contenaient 5.0 % de tanins, dosés par la méthode Folin-
Ciocalteu. Ces TCs sont majoritairement riches en PCs (80 % de PCs vs. 20 % de PDs) (Quijada 
et al., 2015). Ils ont aussi la partiĐulaƌitĠ d͛ġtƌe galloǇlatĠs, Đe Ƌui seŵďle augŵeŶteƌ les 
propriétés AHs (Brunet et Hoste, 2006). Cependant, même si la noisette possède 
majoritairement des PCs, des études antérieures menées avec cette ressource ont permis de 
mettre en avant un effet de ce co-pƌoduit iŶdustƌiel suƌ la ƌĠduĐtioŶ de l͛iŶfestatioŶ ou de 
l͛eǆĐƌĠtioŶ des œufs ;Desƌues et al., ϮϬϭϮ; Giƌaƌd et al., 2013).  
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Les endocarpes de châtaigne incorporés pour créer un différentiel de teneur en tannins 
entre les lots S et SC (Article 2 – Partie 1) contenaient 9.1 % de TTs, dosés par la méthode de 
Folin-Ciocalteu. 
 
Dans tous les essais, deux précautions ont été prises : 
 
 Une période de tƌaŶsitioŶ aliŵeŶtaiƌe a ĠtĠ iŶĐluse afiŶ Ƌue les aŶiŵauǆ s͛adapteŶt 
progressivement aux granulés de sainfoin proposés dans les rations. Cette période 
d͛eŶǀiƌoŶ uŶe seŵaiŶe daŶs la plupaƌt des essais, a ĠtĠ estiŵĠe suffisaŶte Đaƌ les 
animaux recevaient le même foin avant et pendant la mise en place des essais. 
 Nous avons veillé à ce que les régimes soient iso-protéiques pour permettre 
d͛iŶteƌpƌĠteƌ les ƌĠsultats eŶ foŶĐtioŶ de la teŶeuƌ eŶ taŶiŶs ĐoŶdeŶsĠs. Un effet de 
la teneur de la ration en proteines sur les infestations parasitaires a été largement 
démontré et conceptualisé (Coop and Kyrizakis, 1999, 2001), notamment sur la base 
de résultats obtenus dans nos régions tempérées, où la teneur en protéine est le 
principal facteur limitant dans la ration. EŶfiŶ, il Ŷ͛a pas ĠtĠ possiďle d͛oďteŶiƌ des 
régimes iso-énergétiques, due à la forte variation entre les lots, notamment par 
l͛ajout des co-produits industriels. 
 
 Résultats obtenus 
1) L’iŶgestioŶ 
 La période de transition et les teneurs modérées en tanins dans les essais (comprises 
entre 1.9 % et 5.0 % de TCs (% MS)) ont conduit à une très bonne ingestion du sainfoin par 
tous les animaux avec des refus quasi nuls.  
 
2) Effets sur les populations de vers 
“uƌ les deuǆ ŵodğles d͛iŶfestatioŶ ƌĠalisĠs daŶs Đes Ġtudes, les deuǆ paƌasites se soŶt 
bien installés : entre 5.6 % ± 6.0 et 29.6 % ± 10.0 selon les lots pour H. contortus et entre 
15.7 % ± 4.9 et 31.9 % ± 1.2 selon les lots pour T. colubriformis (pourcentage calculé avec le 
Ŷoŵďƌe de laƌǀes iŶfestaŶtes adŵiŶistƌĠes à l͛aŶiŵal loƌs de l͛iŶfestatioŶ et le Ŷoŵďƌe de 
vers comptés après autopsie).  
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L͛hǇpothğse foƌŵulĠe Ġtait Ƌu͛uŶe gƌadatioŶ des effets seƌait oďseƌǀĠe eŶ foŶĐtioŶ du 
teŵps. Paƌ eǆeŵple, il Ġtait supposĠ Ƌu͛uŶe ƌĠduĐtioŶ des OPG oďseƌǀĠe seƌait d͛aďoƌd liĠe 
à un effet des tanins sur la fertilité des vers adultes femelles avec la plus courte durée de 
distribution (Paolini et al., 2005; Costa-Júnior et al., 2014; Kommuru et al., 2015) puis à une 
réduction du nombre de vers avec la plus longue période de distribution (Heckendorn et al., 
2006; 2007). CepeŶdaŶt, daŶs Ŷotƌe Đas, auĐuŶ effet sigŶifiĐatif Ŷ͛eǆistait après cinq jours de 
consommation de tanins avant infestation ou bien trois semaines après infestation (durée de 
distribution les plus courtes) sur le nombre de vers. 
Nos résultats mettent aussi en avant la variabilité des effets des TCs en fonction des 
différentes espèces de nématodes, intestinales et abomasales (Athanasiadou et al., 2001; 
Shaik et al., 2006), mais aussi en fonction des différents stades de nématodes (L3s vs. vers 
adultes) (Tzamaloukas et al., 2005).  
 
2.2.2 Interactions entre un AH de synthèse et la distribution de sainfoin 
 
Cette Ġtude a ŵis eŶ aǀaŶt uŶ effet du saiŶfoiŶ suƌ uŶe souĐhe d͛H. contortus multi-
résistante aux AHs, confirmant les effets obtenus avec du sainfoin sur des souches sensibles 
(Paolini et al, 2005; Brunet et al., 2008; Hoste et al., ϮϬϭϲͿ. L͛Ġtude suggğƌe uŶe iŶteƌaĐtioŶ 
ŶĠgatiǀe eŶtƌe le saiŶfoiŶ et l͛iǀeƌŵeĐtiŶe paƌ ǀoie oƌale, a contrario de l͛hǇpothğse iŶitiale 
formulée (une possible synergie entre composés polyphénoliques et une lactone 
macrocyclique par action sur des les polyglycoproteines (PGP)). Notre résultat in vivo a été 
conforté par une étude in vitro Ƌui eǆploƌait l͛hǇpothğse d͛uŶe ĐhĠlatioŶ de l͛iǀeƌŵeĐtiŶe paƌ 
les tanins du sainfoin et de la noisette. 
Il s͛agit iĐi d͛uŶe pƌeŵiğƌe Ġtude aŶalǇsaŶt l͛iŶteƌaĐtion entre le sainfoin et une ivermectine 
adŵiŶistƌĠe paƌ ǀoie oƌale. Les ƌĠsultats de Đette Ġtude soŶt à l͛opposĠ de ƌĠsultats   
précédents suggérant une amélioration de l͛effiĐaĐitĠ de l͛iǀeƌŵeĐtiŶe par voie sous-cutanée 
avec la consommation de genévrier (Juniperus pinchotti) (Armstrong et al., 2013; Whitney et 
al., 2013). La comparaison  de ces résultats soulignent la nécessité d͛eǆploƌeƌ plus aǀaŶt ces 
interactions par des études iŵpliƋuaŶt d͛autƌes ƌessouƌĐes ĐoŶteŶaŶt des TCs ;Ŷoisette, 
chataignes) et/ou d͛autƌes AHs ou uŶe iǀeƌŵeĐtiŶe paƌ ǀoie iŶjeĐtaďle paƌ eǆeŵple, afiŶ de 
proposer des recommandations claires en élevages. 
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Ϯ.Ϯ.ϯ CapaĐitĠ d’autoŵĠdiĐatioŶ des petits ruŵiŶaŶts 
 
Les oǀiŶs et ĐapƌiŶs soŶt iŶfestĠs pa les ŵġŵes espğĐes de NGIs. Pouƌ l͛essai sur 
l͛autoŵĠdiĐatioŶ, la dĠĐisioŶ de tƌaǀailleƌ suƌ les deuǆ espğĐes de petits ƌuŵiŶaŶts a ĠtĠ uŶ 
choix volontaire afin de comparer leur comportement alimentaire vis-à-vis du sainfoin chez 
des animaux infestés ou non. 
 DaŶs Đet essai, le ŵode d͛iŶfestatioŶ Đhoisi a ĠtĠ l͛adŵiŶistƌatioŶ d͛uŶe dose de 
larves infestantes calculée au pro-ƌata du poids de l͛aŶiŵal. Le ďut de Đe ŵode d͛iŶfestatioŶ 
était de limiter la variabilité due à la différence de poids entre les agnelles et les chevrettes 
et d͛iŵiteƌ les ĐoŶditioŶs Ŷatuƌelles d͛iŶfestatioŶ, eŶ partant de l͛hǇpothğse Ƌue les aŶiŵauǆ 
les plus louƌds ĐoŶsoŵŵeŶt plus d͛heƌďe et oŶt doŶĐ uŶe plus gƌaŶde pƌoďaďilitĠ d͛iŶgĠƌeƌ 
des larves L3s. Une infestation réalisée sur plusieurs jours et non en une dose unique aurait 
cependant peƌŵis d͛iŵiteƌ daǀaŶtage les ĐoŶditioŶs d͛iŶfestatioŶs naturelles (les animaux 
ĐoŶsoŵŵeŶt de l͛heƌďe ĐhaƋue jouƌ et l͛iŶfestatioŶ se fait paƌ iŶgestioŶ de laƌǀes ĐuŵulĠe 
sur plusieurs jours) (Khan et al., 2011; 2012). Pour des raisons pratiques (quantité de larves 
iŶfestaŶtes liŵitĠe, duƌĠe de l͛eǆpĠƌiŵeŶtatioŶͿ Đela Ŷ͛a pas ĠtĠ possiďle. EŶ ƌeǀaŶĐhe, le 
suĐĐğs des iŶfestatioŶs a ĠtĠ souligŶĠ paƌ des ǀaleuƌs d͛OPG comprises entre 3000 et 5000. 
 
Le ŵodğle d͛autoŵĠdiĐatioŶ Đhoisi daŶs l͛Ġtude comportementale a été 
l͛autoŵĠdiĐatioŶ Đuƌatiǀe, ŵise en place après apprentissage. Dans le cas du parasitisme par 
les NGIS, plusieurs jours de consommation des TCs sont nécessaires pour atteindre une 
concentration suffisante en TCs dans le système digestif (Burke et al., 2012ab; Hoste et al., 
2016) et observer les effets: la conséquence de la consommation des TCs (= réduction de 
l͛eǆĐƌĠtioŶ des œufsͿ Ŷ͛iŶteƌǀieŶt doŶĐ pas juste apƌğs l͛iŶgestioŶ (Schwartz et Robbins, 
1995). Dans notre étude, la décision de ne pas faire de période de conditionnement a été 
prise afin de vérifier si les ovins ou caprins pourraient distinguer les conséquences de chaque 
aliment par eux-mêmes et de vérifier si cette ingestion sera liée à leur charge parasitaire. 
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3. Perspectives d’eǆploitatioŶ des graŶulĠs dĠshǇdratĠs de 
sainfoin en élevage 
 
 
Un nutricament est un aliment qui a des valeurs nutritionnelles intéressantes pour les 
animaux de rente, doublé d͛un intérêt sanitaire (ici anthelminthique). Son efficacité sur les 
vers dĠpeŶd de l͛iŶgestioŶ paƌ les aŶiŵauǆ et suppose uŶe duƌĠe suffisaŶte de distƌiďutioŶ 
aiŶsi Ƌu͛uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ŵiŶiŵale daŶs la ƌatioŶ (Andlauer et Fürst, 2002; Hoste et al., 
2006, 2015). 
L͛utilisatioŶ d͛uŶ ŶutƌiĐaŵeŶt  eŶ Ġleǀage ŶĠĐessite de ĐaƌaĐtĠƌiser la ressource avant 
usage, notamment en terme de valeurs nutritionnelles mais également en terme de teneur 
eŶ taŶiŶs ĐoŶdeŶsĠs, ĐoŵposĠs ďioaĐtifs supposĠs à l͛oƌigiŶe des effets AHs. UŶ des oďjeĐtifs 
de Ŷotƌe thğse Ġtait aussi d͛eǆploƌeƌ l͛iŶtĠƌġt de ŵĠthodes adaptĠes à l͛iŶdustƌie Đoŵŵe la 
spectroscopie en milieu infra-rouge proche, dèjà appliquée sur de nombreux aliments 
(Roberts et al., 2004 ; Adu-Amankwa et al., 2011 ; Mancilla-Leytón et al., 2014). 
 
ϯ.ϭ PossiďilitĠ d’aŶalǇses rapides des lots de sainfoin pour qualifier leur 
valeur en tant que « nutricament » avant usage 
 
 
La corrélation significative et positive entre les résultats obtenus par la méthode de 
Folin-Ciocalteu et les résultats EC50 du test LEIA confirment la relation dose-dépendante 
existaŶte eŶtƌe la ƋuaŶtitĠ de taŶiŶs et l͛aĐtiǀitĠ aŶti-parasitaire (Hoste et al., 2015) et 
ĐoŶfiƌŵeŶt l͛iŶtĠƌġt de doser les TCs (ici assimilé, en raison de la méthode, par les tanins 
totaux) dans la caractérisation future des lots de sainfoin. 
Cette information permettra de classer les lots de sainfoin, soit pour une seule 
exploitation  nutritionnelle  (exemple : récoltes de 1
ère
 coupe)  soit pour une plus value en 
étant identifiés comme alicaments (exemple : récoltes de 3
ème
 coupe avec des teneurs en 
tanins plus importantes). 
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La méthode de spectroscopie infra-rouge (SPIR) pour caractériser les granulés 
déshydratés de sainfoin avant usage offre plusieuƌs aǀaŶtages à l͛ĠĐhelle iŶdustƌielle pouƌ 
l͛aŶalǇse ƋuaŶtitatiǀe et Ƌualitatiǀe de pƌoduits. Elle deŵaŶde peu de préparation des 
ĠĐhaŶtilloŶs, l͛aliŵeŶt peut ġtƌe ƌĠutilisaďle apƌğs aŶalǇse, les Đoûts d͛aŶalǇse soŶt ƌĠduits, 
les analyses sont précises, rapides, automatisées et non destructives et faciles à mettre en 
place (Bertrand et Dufour, 2000). Après une étape de calibration consolidée, cette 
méthode peƌŵet l͛aŶalǇse de ĐoŵposaŶts ŶutƌitioŶŶels ŵajeuƌs des aliŵeŶts ;eǆeŵple : 
matière sèche, protéines), mais également le dosage de composés plus spécifiques comme 
des métabolites secondaires, et notamment les tanins. 
 
Les premiers essais d͛utilisatioŶ de la “PI‘ eŶ ŵilieu agƌiĐole ont été répertoriés avec des 
fourrages (Norris et al., 1976). La valeur des constituants les plus souvent analysés et prédits 
sont aujouƌd͛hui l͛huŵiditĠ et les pƌotéines (Roberts et al., 2004). Cependant, depuis plus de 
20 ans, des calibrations SPIR ont été développées afin de prédire la teneur et même la 
composition en TCs (en terme de ratios procyanidines/prodelphinidines et de leur 
conformation cis/trans) pour des légumineuses comme le lotier corniculé (Lotus 
corniculatus) (Roberts et al., 1993), sericea lespedeza (Wheeler et al., 1996) ou différentes 
espèces de saules (Salix spp.) (Klongsiriwet et al., 2013; Lavin et al., 2015). 
 
En revanche, peu de données sont disponibles dans la littĠƌatuƌe suƌ l͛utilisatioŶ de la 
SPIR pour prédire des activités biologiques. Cela a déjà été mis en place dans la prédiction de 
l͛aĐtiǀitĠ aŶtioǆǇdaŶte de maïs (Redaelli et al., 2016) ou de miels de différentes origines 
botaniques (Tahir et al., 20ϭϲͿ, et ŵoŶtƌe aiŶsi des peƌspeĐtiǀes d͛utilisatioŶ de la “PI‘ daŶs 
la pƌĠdiĐtioŶ d͛autƌes aĐtiǀitĠs ďiologiƋues de plaŶtes Đoŵŵe l͛aĐtiǀitĠ AH d͛ĠĐhaŶtilloŶs de 
plantes (Mueller-Harvey et al., 2011). Ce dernier point a été confirmé par la corrélation 
significative et positive entre les teneurs en TCs obtenues via la calibration SPIR et les 
résultats EC50 obtenus par le LEIA. 
De plus, des résultats préliŵiŶaiƌes oďteŶus aǀeĐ d͛autƌes légumineuses contenant des 
polyphénols (le lotier (Lotus pedunculatus et corniculatus), la coronille (Coronilla), et d͛autƌes 
ǀaƌiĠtĠs d͛Onobrychis) suggèrent que les applications de la calibration SPIR développée sur 
le sainfoin pour prédire les teneurs en TCs (et les propriétés AH associées) pourraient, dans 
l͛aǀeŶiƌ, ġtƌe Ġlaƌgies, eŶ teƌŵes d͛applications industrielles, à d͛autƌes ƌessouƌĐes. 
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3.2 Vers des indications pour une exploitation optimisée en élevage 
 
 
 
Le principal objectif des études de cette thèse Ġtait d͛aďoutiƌ à des pƌĠĐoŶisatioŶs 
pratiques et de définir un cadre de références, pouƌ pƌĠĐiseƌ les ĐoŶditioŶs d͛appliĐatioŶs 
répondant au concept de nutricament. Il s'agissait notamment de spécifier 1) la 
concentration seuil en tanins dans les granulés de sainfoin et dans la ration, pour être 
suffisamment efficace contre les nématodes gastro-intestinaux, et 2) la durée minimale 
nécessaire pour inclure ces granulés dans la ration. Par ailleurs, la façon dont cette ressource 
est perçue puis ingérée par les ovins ou caprins, a été évaluée dans le chapitre 3 de la thèse.   
 
 
 Durée de distribution 
 
Un temps minimal d͛iŶĐoƌpoƌatioŶ du saiŶfoiŶ daŶs la ƌatioŶ a ĠtĠ estiŵĠ à ϭϱ jouƌs 
(Article 2 – Paƌtie ϮͿ afiŶ d͛assuƌeƌ uŶe iŵpƌĠgŶatioŶ suffisaŶte eŶ TCs des diǀeƌs organes 
digestifs parasités (Hoste et al., 2016). Au cours des deuǆ eǆpĠƌiŵeŶtatioŶs de l͛aƌtiĐle Ϯ de 
thğse, la duƌĠe de distƌiďutioŶ a eu uŶ effet sigŶifiĐatif suƌ la ƌĠduĐtioŶ de l͛iŶfestatioŶ paƌ 
les nématodes (durée de distribution qui a eu un effet significatif sur la réduction de la 
fertilité des vers femelles de T. colubriformis). Cette durée de 15 jours, déterminée dans 
l͛aƌtiĐle Ϯ, a peƌŵis de liŵiteƌ l͛iŶstallatioŶ des laƌǀes de stade Lϯ ou de ƌĠduiƌe l͛eǆĐƌĠtioŶ 
des œufs paƌ les ǀeƌs adultes d͛espğĐes aďoŵasales Đoŵŵe H. contortus ou intestinales 
comme T. colubriformis. Cette donnée est concordante avec la littérature où la durée 
minimale durant laquelle introduire des plantes riches en TCs, notamment sericea 
lespedeza, a été estimée à 7 jours chez des chèvres (Min et al., 2005; Luginbuhl et al., 2013) 
et entre 14 et 35 jours chez des agneaux (Burke et al., 2012ab).  
 
 Concentration en tanins 
 
Une concentration minimale de TCs apportée dans la ration parait nécessaire pour 
observer des effets AHs. Les ƌĠsultats d͛uŶe méta-analyse ont suggéré une teneur minimale 
de 3 % de TCs dans la MS totale de la ration pour obtenir des effets AHs (Min et Hart, 2002).  
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CepeŶdaŶt, l͛iŶteƌpƌĠtatioŶ de Đes Đhiffƌes est diffiĐile car elle dépend également 1/ de la 
qualité des tanins présents dans la matière première, 2/ de la méthode de quantification des 
TCs et 3/ de la pƌĠseŶĐe d͛autƌes métabolites secondaires polyphénoliques bioactifs comme 
des flavonoïdes (Brunet et Hoste, 2006) et des interactions possibles entre les composés 
bioactifs (Lyman et al., 2008; Vargas-Magaña et al., 2014; Klongsiriwet et al., 2015). 
 
Dans le cas de la méta-analyse citée, la valeur indiquée était basée sur des analyses 
réalisées avec la méthode au Butanol-HCl. Dans les études de cette thèse, exception faite de 
l͛aƌtiĐle ϰ où la ŵĠthode de ButaŶol-HCl a été réalisée au sein du laboratoire dans lequel cet 
essai s͛est dĠƌoulĠ, la ŵĠthode de FoliŶ-Ciocalteu a été préférée.  
 
A titƌe d͛eǆeŵple, uŶ ĐalĐul soŵŵaiƌe ďasĠ suƌ les ƌĠsultats de l͛AƌtiĐle ϯ peƌŵet de 
donner une estimation de la concentration en tanins à apporter dans la ration. Il a été 
estiŵĠ Ƌue les agŶeauǆ, d͛eŶǀiƌoŶ ϯϬ kg, consommaient 3 % de leur poids sous forme de MS, 
soit 900 g. Le foin était proposé ad libitum. Les agneaux du lot sainfoin ont consommé 580 g 
de granulés de sainfoin / jour contenant 90 % de MS et 3.5 % de TCs sur la base de la MS, 
soit ϭϴ g de TCs daŶs la ƌatioŶ jouƌŶaliğƌe. AiŶsi, suƌ la ďase d͛uŶe iŶgestioŶ de M“ totale de 
900 g/j, la teneur en TCs était voisine de 2 % (en % de la MS totale de la ration). Dans une 
autre étude (Girard et al., 2013), un calcul similaire a conduit à une évaluation de 1.3 % de 
TCs en % de la M“ totale de la ƌatioŶ. DaŶs les deuǆ Đas, des effets sigŶifiĐatifs suƌ l͛eǆĐƌĠtioŶ 
des œufs oŶt ĠtĠ oďseƌǀĠs. EŶfiŶ, il est aussi à Ŷoteƌ Ƌu͛aǀeĐ uŶe Đoncentration de 1.9% de 
tanins totaux dans les granulés de sainfoin (Article 2 –Partie 1), un effet AH notable a été 
ƌeŵaƌƋuĠ suƌ l͛iŶstallatioŶ d͛H. contortus. Cependant, il est possible que les seuils de 
concentration minimale varient en fonction des stades parasites.  
 
 
Les études réalisées avec sericea lespedeza, où la teneur en tanins condensés est plus 
foƌte Ƌue daŶs le saiŶfoiŶ, oŶt ŵoŶtƌĠ des effets suƌ la ƌĠduĐtioŶ de l͛iŶfestatioŶ aǀeĐ des 
teneurs en TCs de 9.8 % de TCs (% MS) dans du fourrage (Terrill et al., 2009) et 5.7 % de TCs 
(% MS) dans des granulés (Kommuru et al., 2015), valeurs obtenues par la méthode de 
dosage butanol-HCl dans les deux cas. 
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Pour augmenter la teneur en TCs dans le sainfoin (variété Perly), plusieurs voies 
peuvent être envisagées. Premièrement, la sélection de variétés avec des teneurs plus 
importantes en TCs (comme Buciansky ou Hampshire (Manolaraki, 2011), Esparcette 
(Malisch et al., 2015) ou encore Perlix (Article 1)) pourrait fournir des lots de sainfoin avec un 
potentiel d͛activités AHs supérieures par rapport à la variété Perly. AǀaŶt d͛ġtƌe utilisĠes eŶ 
élevage, de telles variétés nécessiteront un travail de sélection génétique pour augmenter la 
teneur moyenne en TCs. Cependant, comme évoqué au paragraphe 2.1, la variété Perly a été 
utilisée car elle est sélectionnée en France et les semences sont disponibles. Deuxièmement, 
utiliser seulement des feuilles, organe contenant majoritairement les TCs (Malisch et al., 
2015), lors de la déshydratation permettrait d͛Ġǀiteƌ de diluer la quantité de tanins. Cela a 
été réalisé avec sericea lespedeza (Kommuru et al., 2015). Une 3
ème
 option serait de stresser 
la plaŶte, Đoŵŵe paƌ eǆeŵple eŶ ƌĠduisaŶt la ƋuaŶtitĠ d͛eau offeƌte ou la ƋuaŶtitĠ de 
fertilisants, pour augmenter la teneur en TCs (Zhang et al., 2012; Morshedloo et al., 2017). 
Enfin, une dernière option consisterait à ajouter des co-produits riches en TCs lors de la 
déshydratation pour accroître la quantité de TCs des granulés. Quelques études in vivo 
précédemment réalisées suƌ petits ƌuŵiŶaŶts afiŶ d͛Ġǀalueƌ l͛effet de Đes Đo-produits seuls 
(Desrues et al., 2012) ou en combinaison avec le sainfoin (Girard et al., 2013), ont permis de 
confirmer l͛effiĐaĐitĠ AH de Đes Đo-produits. 
 
 Utilisation avec un anthelminthique de synthèse 
 
 Sur la base de notre étude et des résultats obtenus pour le moment avec de 
l͛iǀeƌŵeĐtiŶe paƌ ǀoie oƌale, il parait pƌĠfĠƌaďle de dissoĐieƌ l͛iŶĐoƌpoƌatioŶ du saiŶfoiŶ daŶs 
la ration et un traitement AH, et de réfléchir aux recommandations vers les professionnels 
de l͛Ġleǀage eŶ Đe doŵaiŶe. Pour le moment, 1/ le nutricament pourrait être utilisé en 
pƌĠǀeŶtioŶ et Ϯ/ l͛AH de sǇŶthğse pouƌƌait ġtƌe utilisé en curatif, en cas de besoin. Ceci dans 
le ďut de Ŷe pas altĠƌeƌ l͛aďsoƌptioŶ digestiǀe du ŵĠdiĐaŵent, de par une possible chélation 
de l͛iǀeƌŵeĐtiŶe daŶs le ƌuŵeŶ paƌ les taŶiŶs. Cela peƌŵettƌait de pƌĠseƌǀeƌ l͛effiĐaĐitĠ de 
l͛iǀeƌŵeĐtiŶe eŶ ŵaiŶteŶaŶt des ǀaleuƌs plasŵatiƋues suffisantes et en évitant le sous-
dosage, et le risque associé de sélection de résistances aux AHs (Besier et al., 2016b). 
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 CapaĐitĠ d͛autoŵĠdiĐatioŶ et ĐoŶsoŵŵatioŶ du saiŶfoiŶ  
 
Paƌ ĐoŵpaƌaisoŶ auǆ deuǆ autƌes Đhapitƌes, l͛oďjeĐtif gĠŶĠƌal du chapitre 3 était plus 
à visée cognitive et donc conduisant moins directement à des possiďilitĠs d͛appliĐatioŶs eŶ 
élevage. Toutefois, certains enseignements peuvent en être tirés.  
 
Les essais ont été réalisés sur ovins et caprins. Cette pƌise eŶ Đoŵpte de l͛espğĐe hôte 
Ŷous seŵďlait iŵpoƌtaŶte daŶs l͛iŶteƌpƌĠtatioŶ des ƌĠsultats, eŶ ƌaisoŶ de leur 
comportement alimentaire différent (cueilleur ou brouteur), qui pourrait influer sur leur 
propension à consommer des ressources contenant des métabolites secondaires des 
plantes, et notamment des tanins. Les ovins sont principalement identifiés comme des 
ďƌouteuƌs, iŶfĠodĠs à l͛heƌďe. Ils ont donc une moindre propension à ingérer des tanins.  
Leur régulation des parasites digestifs semble surtout reposer sur une réponse immunitaire 
plus effiĐaĐe Ƌue Đhez les ĐapƌiŶs. A l͛iŶǀeƌse, loƌsƋue l͛eŶǀiƌoŶŶement est propice, les 
ĐapƌiŶs ĐoŶsoŵŵeŶt daǀaŶtage d͛espğĐes arbustives contenant des TCs pouvant avoir un 
impact suƌ les ǀeƌs ;Hoste et al., ϮϬϭϬͿ. CeƌtaiŶes Ġtudes oŶt aussi suggĠƌĠ l͛eǆisteŶĐe de 
ŵĠĐaŶisŵes d͛adaptatioŶs phǇsiologiƋues Đhez les ĐapƌiŶs qui seraient absents chez les 
ovins, comme par exemple une augmentation de la sécrétion de protéines salivaires ayant 
une affinité pour complexer les tanins (Paolini, 2004; Alonso-Díaz et al, 2010). 
Même si les résultats confirment que les caprins consomment davantage le sainfoin 
que les oǀiŶs loƌsƋu͛il Ġtait pƌoposĠ à volonté en parallèle avec de la luzerne, les analyses 
statistiƋues des pƌĠfĠƌeŶĐes Đhez les deuǆ espğĐes de petits ƌuŵiŶaŶts Ŷ͛oŶt pas ĠtĠ 
diffĠƌeŶtes de Ϭ.ϱ, souligŶaŶt Ƌu͛agŶeauǆ Đoŵŵe Đhevreaux ont très bien ingéré le sainfoin.  
  
Dans les diverses études de ce travail de thèse, quelles que soient la nature des 
gƌaŶulĠs offeƌts et la ƋuaŶtitĠ de taŶiŶs assoĐiĠe, auĐuŶ ƌefus Ŷ͛a ĠtĠ oďseƌǀĠ. Il Ŷ͛a doŶĐ pas 
ĠtĠ possiďle d͛eǆaŵiŶeƌ la pƌoďlĠmatique de compromis (trade-off) entre effets anti-
nutritionnels des tanins à forte concentrations et effets AH favorables chez les animaux 
iŶfestĠs. DaŶs le Đas de tƌaǀauǆ futuƌs s͛oƌieŶtaŶt ǀeƌs des teŶeuƌs eŶ taŶiŶs plus foƌtes daŶs 
les granulés (par la sĠleĐtioŶ de ǀaƌiĠtĠs de saiŶfoiŶ, paƌ l͛utilisatioŶ des organes de la plante 
ĐoŶteŶaŶt ŵajoƌitaiƌeŵeŶt les taŶiŶs loƌs de la dĠshǇdƌatatioŶ, ou paƌ l͛ajout de souƌĐes de 
tanins extérieures), la question de ces compromis entre effets anthelminthiques et effets 
anti-nutritionnels méritera d'être posée, de même que celle de problèmes éventuels 
d'acceptabilité et de consommation (Ginane et al., 2005; Mc Sweeney et al., 2008). 
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A l͛iŶǀeƌse d͛autƌes Ġtudes ŵettaŶt eŶ ĠǀideŶĐe uŶe association entre la 
consommation de TCs par les petits ruminants et une réduction de l͛iŶfestatioŶ parasitaire 
(Lisonbee et al., 2009; Juhnke et al., 2012; Amit et al., 2013), aucune capacité 
d͛autoŵĠdiĐatioŶ Ŷ͛a été mise en évidence dans notre essai chez les deux espèces de petits 
rumiŶaŶts. Toutefois, daŶs l͛eǆpĠƌieŶĐe de ĐafĠtĠƌia, les agŶeauǆ ou Đheǀƌeauǆ paƌasitĠs oŶt 
montré une augmentation modérée de la consommation de sainfoin et des TCs au cours du 
temps d͛oďseƌǀatioŶ. 
 
Sur la base de ces résultats, il parait difficile de considérer que l'animal pourra gérer 
par lui-même son parasitisme, en lui laissant l'accès à un nutricament contenant des tannins. 
CepeŶdaŶt, il s͛agit iĐi d͛uŶe uŶiƋue Ġtude i/ sans apprentissage préalable (Fernández et al., 
2012) ii/ et dans laquelle le nutricament proposé avait une bonne valeur nutritionnelle et 
contenait des teneurs modérées en tanins. La comparaison de nos résultats avec ceux de la 
bibliographie citée suggère qu'une période de conditionnement où l'animal « apprend » à 
associer la plante à ses conséquences anthelminthiques peut s'avérer nécessaire. Cette 
période peut aussi aider l'animal à accepter l'aliment dans les cas où la présence de tanins 
induit une aversion sensorielle initiale (Costes-Thiré et al., 2016).  
Les études menées ont fourni un certain nombre de résultats appliqués permettant de proposer 
des ƌeĐoŵŵaŶdatioŶs pouƌ optiŵiseƌ l͛eǆploitatioŶ des gƌaŶulĠs dĠshǇdƌatĠs de saiŶfoiŶ Đoŵŵe 
nutricament en élevage de petits ruminants : 
 
- Dans la gamme des teneurs en TCs testés (jusque 5%), les granulés de sainfoin ont été bien 
acceptés par les ovins et les caprins ; 
 
- Un seuil minimal de concentration de TCs dans la MS de la ration est à apporter pour obtenir 
des effets antiparasitaires. Sur la base de la méthode Folin Ciocalteu, ce seuil est estimé à 
environ 2% ; 
 
 
- Une durée minimale de 15 jours de distribution dans la ration semble nécessaire ; 
 
- L͛assoĐiatioŶ aǀeĐ uŶ tƌaiteŵeŶt paƌ uŶe iǀeƌŵeĐtiŶe paƌ ǀoie oƌale seŵďle à Ġǀiteƌ. Les 
recommandations concernant ce volet sont à diffuser avec précaution.  
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Conclusion / Perspectives 
 
 
L͛objectif général de ce travail de thèse CIFRE visait à ǀalideƌ l͛utilisatioŶ de gƌaŶulĠs 
déshydratés de sainfoin en élevage et de proposer/définir les conditions optimales pour les 
exploiter comme modèle de nutricaments dans la lutte contre les NGIs des caprins et ovins, 
de par ses bonnes valeurs nutritionnelles (Légumineuse, avec environ 15% de protéines) et 
en raison de sa teŶeuƌ eŶ taŶiŶs ĐoŶdeŶsĠs. Cette thğse s͛iŶsĐƌit daŶs la dĠŵaƌĐhe gĠŶĠƌale 
pour conforter des options participant à une gestion intégrée des nématodes gastro-
iŶtestiŶauǆ pouƌ s͛affƌaŶĐhiƌ du ƌeĐouƌs auǆ seuls AHs de sǇŶthğse et aiŶsi ĐheƌĐheƌ des 
solutions au phénomène de résistance des populations de NGIs à ces molécules de synthèse. 
 
 
L͛Ġtude in vitro ŵeŶĠe au fil de l͛eau de cette thèse (chapitre 1) a montré que des 
ŵĠthodes siŵples perŵetteŶt d’aŶalǇser rapideŵeŶt les lots de granulés avant usage. Elle  
a également montré l’iŶtĠrġt de la méthodologie SPIR daŶs l’aŶalǇse rapide des TCs 
présents dans le sainfoin et de l’aĐtivitĠ aŶthelminthique associée.  
Des données antérieures avaient suggéré que des teneurs en TCs comprises entre 2% 
et 5% de la MS seraient un seuil nécessaire pour associer valeur nutritionnelle et favorable   
sur la santé (effet AH). Les résultats des études in vivo de cette thèse confirment ces 
données (concentration minimale en tanins condensés de 2 % de la MS totale de la ration).  
Ils mettent aussi en évidence une durée minimale de distribution dans la ration de 15 jours. 
En revanche, peu de données étaient disponibles sur les ĐoŶsĠƋueŶĐes d͛uŶe utilisation 
combinée du sainfoin (modèle de nutricament) et d͛uŶ AH de sǇŶthğse ;iǀeƌŵeĐtiŶe paƌ ǀoie 
orale dans notre cas). Les ƌĠsultats oďteŶus au Đouƌs de Đette thğse ŵoŶtƌeŶt Ƌu͛uŶe 
utilisation disjointe serait préférable. 
Les caprins ont consommé davantage le sainfoin que les ovins, mais les deux 
espèces ont très bien ingéré le sainfoin. En revanche, contrairement à des études recensées 
dans la bibliographie, les oviŶs et ĐapriŶs Ŷ’oŶt pas ŵoŶtrĠ de ĐapaĐitĠ d’automédication 
avec les granulés de sainfoin.  
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Au vu des résultats des divers chapitres de cette thèse, plusieurs perspectives de 
recherche et d͛appliĐatioŶs peuvent être envisagées. 
 
1) EteŶdre les possiďilités d’appliĐatioŶ de la ŵéthodologie SPIR  
 
Les corrélations significatives obtenues entre les valeurs de calibration SPIR, les teneurs 
en TCs et une activité biologique associée (ici l͛ĠǀaluatioŶ des effets AH), indiquent que le 
développement de ces ĐaliďƌatioŶs deǀƌait peƌŵettƌe d͛ideŶtifieƌ les lots de sainfoin avant 
usage et d͛oƌieŶteƌ leuƌ pƌĠĐoŶisatioŶ Đoŵŵe aliŵeŶt ;pouƌ la ŶutƌitioŶ ƋuotidieŶŶe des 
animaux) ou comme alicament (qui pourra être distribué aux périodes maximales de risque 
d͛iŶfestatioŶ paƌasitaiƌeͿ. 
Les résultats obtenus sur ce modèle soulignent l͛iŶtĠƌġt de la ŵĠthodologie SPIR pour 
développer des calibrations validées et étendues visant à caractériser : 
    
-  “oit d͛autƌes ƌessouƌĐes ĐoŶteŶaŶt des TCs pouƌ des aĐtiǀitĠs AH, Đomme le 
suggğƌeŶt des ƌĠsultats pƌĠliŵiŶaiƌes oďteŶus aǀeĐ d͛autƌes légumineuses contenant 
des polǇphĠŶols ;le lotieƌ, la ĐoƌoŶille, et d͛autƌes ǀaƌiĠtĠs d͛OŶoďƌǇĐhisͿ, ou aǀeĐ des 
co-produits industriels riches en TCs (comme les endocarpes de noisette ou de 
châtaigne), pouvant augmenter les teneurs en tanins des granulés de sainfoin.  
- “oit des gƌaŶulĠs dĠshǇdƌatĠs de saiŶfoiŶ ĐoŶteŶaŶt des TCs pouƌ ǀalideƌ d͛autƌes 
activités biologiques, comme une activité anti-coccidienne qui a été évoquée avec 
certains tanins (Saratsis et al., 2012). 
Par ailleurs, la formation de complexes entre les TCs et les protéines peut avoir des 
conséquences sur la capacité des TCs à limiter la dégradation des protéines dans le rumen 
(Theodoridou et al., 2010; Niderkorn et al., 2012; Copani et al., 2015). Il serait intéressant à 
l͛aǀeŶiƌ de se peŶĐheƌ suƌ l͛iŶtĠƌġt de la ŵĠthode de diffusioŶ ƌadiale pouƌ Ġǀalueƌ la 
capacité à limiter les dégradations ruminales des protéines et en conséquence la production 
de gaz à effet de serre.   
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2) Compléter les résultats du chapitre 2    
 
La ŵise eŶ plaĐe d͛Ġtudes systémiques pour préciser les conditions de distribution 
des granulés déshydratés sera nécessaire pour répondre à plusieurs questions :  
- Comment les distribuer : en continu ou sous forme de cures régulières ?  
- A quelle fréquence ?  
- Quand les placer lors de la saison de pâturage ?   
Le ďut gĠŶĠƌal ĠtaŶt d͛utiliseƌ les ŶutƌiĐaŵeŶts eŶ pƌĠǀeŶtioŶ pouƌ pƌĠseƌǀeƌ au ŵaǆiŵuŵ 
les AHs de synthèse, disponibles à des fins curatives. 
 
Enfin le volet sur les interactions possibles entre nutricaments et les lactones 
macrocycliques ŵĠƌiteƌa d͛ġtƌe eǆploƌĠ plus aǀaŶt, ŶotaŵŵeŶt daŶs le Đadƌe d͛études in 
vivo incluant une forme injectable ou en intégrant des co-produits in vivo dans la ration des 
animaux (comme la noisette) qui ont montré in vitro une forte aptitude à ďloƋueƌ l͛aĐtiǀitĠ 
de l͛iǀeƌŵeĐtiŶe.    
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